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A ce jour, le système modèle utilisé par le laboratoire est constitué de trois isoformes 
de Trxs h notées Trx h1, h2 et h3 (Cazalis et al., 2006), d’un isoforme de Grx et un isoforme 
de Prx de type 1-Cys-Prx. Dans l’optique d’une meilleure prise en compte de ces protéines 
dans les processus de germination, il importe en premier d’analyser leur complexité afin de 
renforcer adéquatement le modèle initial par de nouveaux isoformes. Cette opération est 
grandement facilitée par l’existence de banques d’EST, le génome du blé n’ayant pas encore 
été séquencé. En outre, la relative petite taille de ces gènes font que le fragment séquencé est 
susceptible de recouvrir une bonne part de la partie 3’ du gène, ce qui est généralement 
suffisant pour connaître la séquence codante du même.  
Le criblage correspond à la recherche d’une séquence dans une banque de données 
d’ADNc, constituée d’un grand nombre de séquences inconnues. Elles ont en commun 
l’utilisation d’une séquence homologue à une partie de la séquence recherchée. Ainsi, pour 
rechercher des rédoxines dans une banque de données, on utilise comme repère des séquences 
des rédoxines connues, qui permettent de rechercher des nouveaux isoformes avec des 
caractéristiques différentes. 
Afin de permettre d’isoler différentes isformes de rédoxines, nous procédons à une 
recherche de protéines dans des banques de données d’ADNc, avec une première banque 
constituée à partir de blé de la variété soissons, et une banque de données disponible sur 
internet sur le site de la «United States Department of Agriculture» (USDA), contenant 
différentes séquences d’ADN provenant de blé dont le blé (http:/wheat.pw.usda.gov/NSF/). 
 
1 Matériels et méthodes  
1.1 Criblage de banque EST du blé 
Pour chaque rédoxine du système modèle, une séquence de référence a été utilisée 
pour analyser les banques EST du blé. Les séquences ont été téléchargées du site de l’USDA 
(http:/wheat.pw.usda.gov/NSF/curator/quality/), afin de trouver des séquences d’homologie 
proche de la séquence de référence. La banque de données ainsi constituée, elle permet la 
recherche de séquences génétiques codant pour des protéines d’intérêt. La banque a été 
analysée grâce au logiciel BLAST disponible sur le site de la NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) installé localement. Une fois les clones d’intérêts déterminés, 
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les séquences protéiques ont été déduites in silico, via les ressources du site 
bioweb2.pasteur.fr. L’étude s’est poursuivie par la détermination de la structure 
tridimensionnelle des protéines putatives par homologie moléculaire. Les modèles et leur 
analyse ont été réalisés par la suite de logiciels « Deep-View » (http:/www.exasy.org/spdbv/). 
Un code couleur permet de visualiser les potentiels électrostatiques mis en évidence par le 
logiciel « Deep-View » : le rouge représentent l’électronégativité, le blanc la neutralité et le 
bleu l’électropositivité. Le potentiel électrostatique est important à prendre en compte 
puisqu’il conditionne le comportement des protéines vis-à-vis des molécules de leur milieu. Il 
permet donc de prédire le comportement des rédoxines vis-à-vis de leurs protéines cibles. 
1.2 Criblage de l’ADNc Soissons  
Les extractions d’ARN ont été effectuées sur des graines « Soissons » germées en 
présence de condition de stress salin et de stress oxydatif provoqué par le peroxyde 
d’hydrogène, dans le but de moduler l’expression de transcrits de la famille des rédoxines 
chez les plantules de blé. Après extraction des ARN des différents organes grâce au «RNeasy 
plant Mini Kit» (Qiagen), une banque d’ADNc obtenue par transcription inverse a été 
constituée, à partir de laquelle des séquences d’intérêts ont été isolées par PCR grâce à des 
amorces bien déterminées selon le type de rédoxine ciblé. Le produit PCR est analysé par gel 
d’agarose, ensuite les bandes sont extraites à l’aide du «MiniElute Gel Extraction Kit» 
(Giagen). Les bandes ainsi identifiées ont été clonées dans le vecteur pGEMT (Promega) puis 
séquencées (Société commerciale). Dans le but de produire des protéines recombinantes, les 
constructions « ADNc-His tag » ont été réalisées et clonées dans le vecteur pET16b 
(Promega) afin d’être exprimées en système hétérologue (E .coli BL21). Les protéines des 
rédoxines obtenues sont purifiées par chromatographie sur des colonnes NTA, suivant le 
protocole fourni avec le kit Ni-NTA Spin Kit (Qiagen). 
2 Résultats et discussion 
2.1 Résultats des recherches de Trx h dans les banques 
EST 
L’alignement EST des Trxs (Figure  9) montre l’ensemble des Trx repérées par 
criblage dans les bases de données. Un grand nombre de Trx ont été identifiés et peuvent être 
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regroupés en trois classes: les protéines proches de Trx h1, les protéines proches de Trx h2 et 
les protéines proches de Trx h3. Ce classement peut se faire par observation des parties N 
terminales des protéines: La partie N terminale de la Trx h2 commence par MAASAATATA, 
la partie N-terminale de la Trx h1 commence par MAAEE et la partie N-terminale de la Trx 
h3 commence par MAAAATAT. Parmi les Trx du premier alignement, nous avons repéré les 
protéines présentant des différences remarquables par rapport aux Trx h1, h2 et h3. Les 
Protéines sélectionnées sont notées Trx h4, h5, h6, h7 et h8 dans un souci de simplification. 
 
Figure  9 : Alignement des séquences protéiques des Trxs h obtenues après Criblage des banques EST 
des Trxs h en utilisant la Trx h1, 2 et 3 comme séquences de références. L’alignement a été réalisé 
avec le logiciel Multalin. 
 
Après alignement et observation des séquences de Trx isolées, celles qui présentent 
des particularités ont été sélectionnées et alignées avec les séquences de h1, h2 et h3 déjà 
connues. Sur l’alignement (Figure  9) on peut observer le site actif WCGPC de Trx. On 
observe également à la partie N-terminale la méthionine, premier acide aminé des protéines 
qui se situe entre le n° 1 et 20 du graphique. L’observation de ces séquences permet de repérer 
des variations entre acides aminés de la chaîne polypeptidique, dans la partie N-terminale des 
protéines. On observe par exemple une nette différence entre la partie N-terminale de Trx h4 
et la partie N-terminale des autres protéines. La Trx h8 quant à elle ressemble à la Trx h1 mais 
le troisième acide aminé correspond à une sérine (MAS) là où chez la Trx h2, il correspond à 
une alanine (MAA). Une légère variation comme celle-ci au niveau de la chaîne primaire peut 
avoir des conséquences importantes au niveau de localisation cellulaire de la protéine.  
L’arbre phylogénétique (Figure  10) Permet de visualiser les écarts entre les protéines 
sélectionnées.  
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Figure  10 : L’arbre phylogénétique des Trx h du blé réalisé avec le logiciel ClustalW2 
(http://clustalW.genome.ad.jp) 
 
Cet arbre met en évidence la présence de trois groupes de protéines: Trx h1, Trx h5, 
Trx h3 et Trx h6 ont toutes des structures primaires très similaires. Les différences qui 
peuvent exister entre ces protéines sont ponctuelles et concernent majoritairement les 
domaines N et C-terminaux de la chaîne polypeptidique. Elles peuvent néanmoins s’avérer 
importante si les acides aminés qui diffèrent présentent des rôles structurels ou fonctionnels 
particuliers. La présence d’une cystéine par exemple peut transformer la fonction d’une 
protéine de par la formation de ponts disulfure. Le deuxième groupe comprend la Trx h2 et la 
Trx h8. Celles-ci présentent plus de différences entre elles. Pour finir, on observe que la Trx 
h4 est séparée des autres protéines, formant un « groupe » à elle seule. Cela signifie que sa 
chaîne polypeptidique diffère substantiellement de celle des autres protéines. Etant donné les 
ressemblances entre les Trx h 5, 6, 7 et 8 avec les Trx h de références (Trx h1, 2 et 3), seule la 
Trx h4 présentant des différences majeures à cause de son extrémité N-terminale a été retenue 
et ajoutée à notre système modèle. Ainsi notre système modèle est constitué de la Trx h1, 2, 3 
et 4. La Figure  11 montre l’alignement des séquences protéiques des quatre Trxs h. 
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Figure  11 : Alignement des séquences protéiques des 4 Trx h. L’alignement a été réalisé avec le logiciel 
Multalin. 
  
2.2 Comparaison de la Trx h4 avec la Trx h2 standard. 
Comparons les structures secondaires de la Trx h4 avec la Trx h2 (Figure  12). La 
partie N-terminale de la Trx h4 présente une structure très particulière avec la formation 
«Turn» et «Coil» entre la méthionine et le site actif. Cette différence est due à la présence, 
dans la partie N-terminale, de trois acides aminés proline successives (PPP), acide aminé 
d’importantes caractéristiques structurelles. Le reste de la protéine présente des différences 
moins spectaculaires.   
 
Figure  12 : Structures secondaires des Trx h2 et Trx h4, obtenues avec le logiciel Granier 
(Osguthorpe et Robeson, 1978). 
Les différences seront plus marquées au niveau de l’hydrophobie et du potentiel 
électrostatique de la protéine. L’analyse des potentiels électrostatiques (Figure  13), montre 
que la répartition des charges négatives est très différente sur la Trx h4 par rapport à celle sur 
les autres protéines.  
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Figure  13 : Potentiels électrostatiques de la Trx h2 et h4. Ils sont mis en évidence par le logiciel 
«Deep-View» (Guex et Peitch, 1997), qui permet de visualiser les différences des potentiels 
électrostatiques grâce à un code couleur, avec la couleur rouge représente l’électronégativité, le blanc 
la neutralité et le bleu l’électropositivité. 
 
 En effet, sur la Trx h2 les charges négatives sont concentrées sur un côté de la 
protéine, constituant un pôle de polarité. Alors que sur la Trx h4, les charges négatives sont 
segmentées et dispersées. Elle n’aura donc pas la même façon d’interagir avec les molécules 
de son milieu, et donc avec ses protéines cibles. Elle n’aura notamment pas la même attraction 
vers des molécules chargées négativement. On observe également que toute une partie de la 
Trx h4 est neutre à la différence des autres Trx h. Cette zone correspond à la partie très 
hydrophobe de h4. La présence d’une partie neutre hydrophobe sur la protéine est une 
information qui suggère soit la possibilité d’une protéine membranaire, soit l’existence d’un 
dimère dans le cas d’une protéine soluble. L’analyse de l’hydrophobicité de l’extrémité N-
terminale montre que la Trx h4 présente une hydrophobicité plus élévée que la Trx h2 et la 
Trx h1 et 3 (Figure  14). 
 
Figure  14 : Analyse de l’hydrophobicité des extrémités N-terminales de la Trx h2 et h4 (Kyte et Doolittle, 
1982). 
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La Trx h4 présente une extrémité N-terminale allongée, et caractérisée par la présence 
de plusieurs résidus de prolines, et surtout d’un acide aminé de glycine au niveau de la 
position 2. Meng et al., 2010, ont montré que AtTrx h9, possédant une Glycine en position 2 
est myristoylée. De plus, cette Glycine est responsable de l’ancrage membranaire de la Trx 
h9,  Trx h qu’est impliquée dans des communications intercellulaires. L’utilisation d’un 
programme pour la prédiction (http://ca.expasy.org/tools/mirstoylator), spécifique aux 
extrémités N-terminales, montre que la Trx h4 est positive à la myristoylation. 
L’analyse phylogénétique réalisé à partir de séquences protéiques de Trxs h de 
différentes sources (Figure  15), montre que les Trx h1, 2 et 3 sont localisées dans le sous-
groupe 1, alors que la Trx h4 est située dans le sous-groupe 2, groupe spécifique aux Trxs h 
caractérisées par la présence d’une extrémité N-terminale allongée et hydrophobe. 
 
Figure  15 : L’arbre phylogénétique des Trx h réalisée avec le logiciel ClustalW2 
(http://clustalW.genome.ad.jp) à partir de différentes espèces, At: Arabidopsis thaliana, Gm: Glycine 
max, Ps: Pisum sativum, Pt: Popoulus tricocharpa. Les Trx hs ont été classées en trois sous-groupes 
en fonctions de leurs séquences N et C-terminales. Les Trx h1, 2 et 3 du blé (Triticum aestivum) ont 
été classées dans le sous-groupe 1, alors que la Trx h4 est située dans le sous-groupe 2. 
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2.3 Résultats des recherches de Grx dans les banques EST 
Quatre gènes de Grxs notées Grx 2, Grx 3, Grx 4 et Grx 5 ont été identifiés par le biais 
du BLAST dans les banques EST. Les Grxs 3, 4 et 5 proviennent de blé contaminé par la 
fusariose (Fusarium graminearum).  
L’alignement de l’ensemble des Grx (Figure  16) montre que les séquences primaires 
sont très similaires à la séquence de la Grx 1 de référence. On observe le site actif (CPFC) 
caractéristique du premier groupe de Grx. Les différences observées au niveau de la chaîne 
polypeptidique sont ponctuelles et peu nombreuses. Elles peuvent néanmoins avoir un impact 
conséquent sur les structures et les fonctions des protéines. On a notamment au 30ème acide 
aminé de la chaîne polypeptidique une variation entre la présence de prolines chez les Grxs 1, 
2 et 3 et de sérines chez les Grxs 4 et 5. La proline est un acide aminé aux propriétés 
structurales très intéressantes qui peut changer la conformation d’une protéine.  
 
Figure  16 : Alignement des Grxs isolées par screnning EST. Les Grxs 2, 3, 4 et 5 ont été alignées 
avec la Grx 1 utilisée comme séquence de référence. L’alignement a été réalisé avec le logiciel 
Multalin. 
 
L’arbre phylogénétique montre des écarts peu important entre les protéines (Figure  
17). On observe trois principaux groupes de protéines: la Grx 1 très proche de la Grx 3, la Grx 
4 est très proche de la Grx 5 et la Grx 2 se trouve entre les deux groupes.  
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Figure  17 : Arbre phylogénétique des 5 Protéines de Grxs, réalisée sur le site 
(http://clustalw.genome.ad.jp). 
 
Cependant, l’ensemble de ces Grxs appartiennent au subgroupe I de l’arbre 
phylogénétique des Grxs (Figure  18). Il s’agit du groupe englobant les isoformes de Grxs 
caractérisées par les sites actifs classiques de type CPFC, CPYC, CGYC. De même, les 
analyses des structures secondaires et d’hydropathies, montrent que les différences de 
structures sont peu nombreuses entre ces Grxs, à part une variation à la partie N-terminale des 
protéines. 
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Figure  18 : Arbre phylogénétique des Grxs réalisé à partir de séquences protéiques d’Arabidopsis 
thaliana, Oryza sativa et Populus trichocarpa. L’arbre phylogénétique a été construit avec le logiciel 
ClustalW (http://clustalw.genome.ad.jp), afin de situer les séquences protéiques TaGrx1, TaGrx2 et 
TaGrx4 des glutarédoxines de blé tendre (Triticum aestivum). Les nombres d’accessions d’oryza 
sativa sont O1, Os01g70990; O2, Os01g27140. Les Grxs du blé tendre sont notées TaG1, TaG2 et 
TaG4. 
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2.4 Résultats des recherches de Prx dans les banques EST 
 
Peu de Prxs, ont été trouvées par criblage. L’alignement des Prxs (Figure  19) montre 
les Prxs repérées, avec une Prx 4 présentant beaucoup de ressemblances avec la Prx 1, 
cependant les différences observables se situent au niveau du fragment de la Prx 2. La 
comparaison de l’hydropathie ne présente pas de tendance remarquable permettant de les 
différencier. Après alignement de structure entre la Prx 1 et la Prx 4, on observe une partie des 
protéines qui présentent des structures homogènes. Il faudra rechercher la partie non 
homogène pour voir ou se situe les différences de structures. 
 
 
 
 
2.5 Expression des protéines recombinantes 
2.5.1 Matériels et méthodes 
Les ADNc des différentes Trx hs ont été amplifiés avec des primers spécifiques, qui 
permettent d’induire des sites de restriction NdeI et XhoI. Les fragments d’ADNc purifiés, ont 
été digérés avec les enzymes de restrictions NdeI et XhoI et clonés dans le vecteur pET16b, 
produisant les plasmides pET-Trxh1, pET-Trxh2, pET-Trxh3 et pET-Trxh4. Les plasmides 
sont ensuite introduits dans des souches d’E. Coli BL21, afin d’être exprimées en système 
hétérologue (E .coli BL21). L’expression des protéines recombinantes est induite par 
Figure  19 : Alignement des peroxyrédoxines (Per) du groupe II, isolées par screnning EST. Les Per 
2 et 4 ont été alignées avec la séquence de référence Per1 par le logiciel multalin 
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l’addition de 1 mM d’IPTG pendant 4 heures. Les protéines recombinantes sont purifiées par 
chromatographie d’affinité, suivant le protocole fourni avec le kit Ni-NTA Spin Kit (Qiagen). 
Pour caractériser les propriétés des protéines de la Trx h4, puisqu’elle est la seule à 
être retenue pendant le criblage, l’activité réductrice de cette dernière vis-à-vis de l’insuline 
en présence du DTT a été réalisée. De même, pour mettre en évidence leurs éventuelles 
différences structurelles par rapport aux autres Trx hs du système modèle, Les protéines 
recombinantes des différentes Trx hs, ont été analysées par western blot à l’aide d’anticorps 
anti-Trx h2 (pisum sativum). 
2.5.2 Résultats 
L’analyse par SDS-Page, montre l’expression des protéines recombinantes des 4 Trx 
hs (Figure  20). Ce résultat visualise les différences de masses moléculaires entre les protéines 
recombinantes. Les masses moléculaires des Trx h1, h2, h3 et h4 déterminées par analyse 
bioinformatique sont respectivement 12,69, 13,35, 13,74 et 14,60 kDa. Les activités 
réductrices vis-à-vis de l’insuline, ont permis de montrer que les protéines recombinantes de 
la Trx h4 sont capables aussi de réduire l’insuline (Figure  21), comme montré auparavant pour 
les Trx h1, h2 et h3 dans les travaux de Cazalis et al., 2006. Cependant, cette activité reste 
inférieure par rapport à celles des 3 autres Trxhs. Les analyses par western blot, ont permis de 
mettre en évidence des différences structurelles majeures de la Trx h4 par rapport aux autres 
isoformes, puisque l’anticorps-antiTrx h2 (Pisum Sativum) ne reconnait pas les protéines 
recombinantes de la Trx h4 (Figure  22). 
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Figure  20 : Après purification, les protéines recombinantes des 4 Trxhs ont été analysées par 
électrophorèse SDS-Page. Le gel est ensuite fixé avec le bleue de coomassie R250. MM : marqueur 
moléculaire, Les lignes 1, 2, 3 et 4 correspondent respectivement aux Trx h1, h2, h3 et h4. 
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Figure  21 : Test des activités réductrices des Trx h du blé. La réduction de l’insuline dépend du DTT 
impliqué dans l’activation des Trx hs. La réduction se fait dans tampon phosphate 100 mM à pH 7.1, 
contenant 2mM EDTA, 0.5 mg/mL-1, 0.5 mM DTT et 4 µM de chaque Trx h. L’absence de DTT (-
DTT/Contrôl) ne montre pas d’activité des Trxhs. 
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Figure  22 : Détection immunologique des protéines recombinantes des 4 Trx hs. Les protéines ont été 
analysées par électrophorèse SDS-Page. Après transfert, la membrane de nitrocellulose a été incubée 
avec les anticorps anti-Trx h2 (pisum sativum). MM : marqueur moléculaire, ligne 1 : Trx h1, ligne 2 : 
Trx h2, ligne 3 : Trx h3 et ligne 4 : Trx h4. 
 
L’ensemble des résultats obtenus pour la Trx h4 et particulièrement les analyses par 
western blot, confirment les données obtenues par les analyses bioinformatiques sur son 
hydrophobie et son potentiel életrostatique. La Trx h4 ne présente pas le même comportement 
vis-à-vis des molécules de son milieu et donc les protéines cibles in vivo. En plus de la Trx 
h1, la Trx h4 constitue une candidate dont les études peuvent être approfondies et 
particulièrement par des modulations de leur expression dans la plante. 
Conclusion et perspective 
 Bien que les banques EST soient moins favorables aux gènes les moins exprimés, 
elles donnent un niveau d’informations permettant d’initier la recherche. Le criblage des 
rédoxines a permis de retenir une 4ème Trx h (Trx h4) sur la base de ses caractéristiques. Pour 
les mêmes raisons aurait pu être retenu la Trx h8. Cependant, la recherche sur les Grx et les 
Prx n’ayant pas été exhaustive, elle n’a pas permis de repérer des protéines remarquables pour 
enrichir le système modèle. Les séquences identifiées ne présentent pas de différences 
majeures avec celles des séquences de références.  Sur cette base, il est permis de passer à 
l’étape suivante de l’implication des rédoxines dans la physiologie de la semence, par le biais 
des marqueurs du système modèle.   
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Une première manière de discriminer les rédoxines en vue de leur utilisation in planta 
consiste à évaluer leurs propriétés quand ces protéines sont mises en interactions avec leurs 
cibles potentiels dans le grain. En ce qui concerne les Trx h, les différentes fractions 
protéiques de réserve constituent une cible qui peut être utilisée à cet effet. En outre, la 
littérature souligne que l’addition de Trx h à des pâtes soit faiblement panifiables soit 
impanifiables comme l’est le maïs a pour effet d’améliorer la cohésion de la pâte et par là sa 
qualité technologique. Ce résultat s’interprétait sur la base des propriétés réductrices des 
groupes thiols des Trx h qui permettaient ainsi une modulation de la conformation des 
polymères en libérant des groupements thiols oxydés. 
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Conclusions et perspective 
 Les interactions des Trxs h avec les protéines de réserve et principalement les 
protéines des fractions F2 et F3 d’Osborne correspondant aux fractions gliadiques et 
gluténiques du blé respectivement, et les protéines de la fraction F2 du maïs représentée par le 
groupe des zeins contenant principalement des protéines de l’α-zein (Zahid et al, 2007 [livre 
du CSIC, Voir annexe 1]), induit la réduction des liaisons de ponts disulfures. Ces résultats 
ont déjà été montrés dans les travaux de Kobrehel et al., 1992 sur l’orge puis de nombreux 
autres travaux par la suite. Cependant, l’apport du présent travail consiste en la discrimination 
de différentes Trx h. Il confirme en effet l’impact de l’activité réductrice de ces protéines sur 
l’état rédox de protéines de réserve. Il montre également que certains de ces groupes thiols ont 
une fonction oxydative, d’où il en résulte la formation de polymères de hauts poids 
moléculaires. L’effet de la masse moléculaire de la protéine doit être pris en compte, car celle-
ci peut jouer sur l’accessibilité de la protéine à des groupements thiols plus ou moins enfouis 
dans les polymères. L’utilisation de Trx d’E. coli comme contrôle semble en effet confirmer 
l’effet masse moléculaire. L’information obtenue d’E. coli demeure pourtant relative dans la 
mesure où cette Trx n’est pas physiologiquement présente dans le système du blé. Néanmoins, 
l’action de la Trx h1 semble corroborer l’effet masse.  
Par rapport aux autres isoformes du modèle, la Trx h1 se distingue par ses propriétés 
réductices et oxydantes. La fonction oxydante est liée à la présence de la cystéine C11 dans le 
domaine N-terminal. Si la Trx h2 apparaît comme la Trx h standard, l’ambivalence de la Trx 
h1 fait qu’elle se présente comme la protéine type dont il serait souhaitable de moduler 
l’expression afin de vérifier son implication dans la qualité tant technologique que 
germinative du grain, ainsi que dans le contrôle du stress oxydatif dans la jeune plantule en 
condition de stress. 
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La graine constitue le principal vecteur de multiplication chez les végétaux et c’est un 
stade de développement critique qui présente de nombreuses spécificités. La graine possède 
une grande diversité de systèmes, impliqués dans différents processus tels que la protection, la 
détoxification ou encore la réparation, lui permettant de se conserver à l’état sec et 
déterminant sa capacité germinative. Malgré les efforts pour obtenir des variétés de plantes 
cultivées résistantes à de nombreuses maladies, les pertes dues aux agents pathogènes restent 
importantes. Différentes techniques ont été utilisées pour améliorer le rendement des plantes, 
comme l’utilisation des fongicides ou de la transgénèse.  Ces méthodes restent contestées, la 
première pour ces effets sur l’environnement et la deuxième pour des questions de société. 
Dernièrement, les connaissances ont progressé de manière considérable sur la caractérisation 
des signaux produits et échangés lors des interactions entre plantes et agents pathogènes. 
Certains signaux semblent impliqués dans la stimulation de l’immunité des plantes pour faire 
face à la production de molécules toxiques. Parmi ces derniers, on peut citer ceux qui sont 
impliqués dans la biosynthèse de composés allant renforcer la paroi pecto-cellulosique ainsi 
qu’un ensemble de gènes codant pour des protéines très résistantes, comme les protéines PR 
(Pathogenesis Related), présentant des activités antimicrobiennes.  
Des éliciteurs ont été caractérisé dans différents organismes, certains sont des 
fragments de glucanes et de chitines dérivés des parois de cellules fongiques et d’algues. 
D’autres des glycoprotéines ou des peptides et des protéines. Quelque soit leur nature, ces 
éliciteurs sont capables d’induire l’expression des moyens de défense des plantes. Ces  
molécules font parties de l’ensemble des PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern). 
Les plantes possèdent leurs propres systèmes de protection. Des études ont montré la 
présence de protéines impliquées contre le stress oxydatif dans le grain mature et pendant le 
stade de germination. La production des ROS pendant ces phases entraîne des dommages 
pour les protéines du grain (Baily, 2004; Job et al., 2005; Rajjou et al., 2007). Pour mieux 
faire face aux effets négatifs des ROS, les graines ont développé des mécanismes de 
détoxification, parmi lesquels les enzymes du système antioxydant (catalase, superoxyde 
dismutase, ascorbate peroxydase...). De récentes études ont indiqué la présence de ces 
enzymes dans le grain mature et pendant la germination (Oracz et al., 2007). Il est à noter 
également qu’un certain nombre de protéines chez Arabidopsis sont la cible des Trxs du blé 
(Triticum aestivum) (Wong et al., 2004) pendant les deux phases. Ce résultat supporte le lien 
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entre les ROS et les régulations redox catalysées par les Trxs  dans le grain (Job et al., 2005). 
Le rôle d’une autre protéine durant ces deux phases a été mis en évidence, il s’agit des Prxs et 
particulièrement la 1-Cys-Prx. Faisant partie des LEA (late embroygenesis abundant), elle 
s’exprime pendant la phase de maturation du grain, phase sensible dans le développement du 
grain mais aussi pendant la germination, où cette protéine est impliquée dans la protection 
contre le stress oxydatif (Haslekas et al, 2003). 
L’objectif de cette étude consiste à mettre en évidence l’effet d’un éliciteur comme la 
laminarine (β-glucan) sur la germination et dans le déclenchement des éléments de défenses 
naturelles du blé. La laminarine grâce à sa structure lineaire est connue pour ces propriétés 
élicitrices des moyens de défenses des plantes (Klarzynski et al., 2000; Minard et al., 2004). 
De plus, il a été montré que les parois de Fusarium oxysporum, champignon connu pour 
attaquer le blé pendant la maturation, présentent un rapport chitine/laminarine elévés (Sivan et 
Cheti, 1989).  
Ainsi, nous avons suivi l’expression d’un certain nombre de marqueurs connus pour 
leurs rôles dans la protection contre les stress oxydatifs, parmi lesquels la 1-Cys-Prx,  protéine 
spécifique du grain du blé, mais aussi des marqueurs comme la catalase du système 
antioxydant, et les PR.1.1 pour leurs activités antimicrobiennes. Le déclenchement de ces 
éléments de défense naturelle à l’aide d’éliciteurs exogènes (β-1,3 glucanases et les 
oligochitines), permet d’envisager de nouvelles stratégies de protection phytosanitaire plus 
respectueuse de l’environnement. 
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3 Matériels et méthodes  
3.1 Matériel biologique 
Des grains de blé (Triticum aestivum, cv Soissons) sont d’abord stérilisés en surface. 
Ils sont mis à germer sur du papier filtre humide dans des boîtes de Pétri dans des conditions 
stériles. Le stress biotique a été simulé par l’ajout d’une solution de laminarine d’une 
concentration finale de 200 µg/mL-1 (solution de β-1,3-pentaglucan ; Sigma Aldrich). Les 
boîtes sont placées dans une armoire phytotronique (Fisher bioblock Scientific), sous le 
régime de 23°C pendant 16h et 16°C pendant 8h. Simultanément, une série d’échantillons 
témoins a été réalisée dans les mêmes conditions, en ajoutant de l’eau stérile à la place de la 
solution de la laminarine. Finalement des prélèvements sont réalisés à différents moments au 
cours de la germination (12h, 24h, 48h et 72h), sur lesquels les analyses seront réalisées. Dans 
tous les cas, les échantillons sont congelés dans l’azote liquide puis conservés à -20°C 
jusqu’au prochain usage. 
3.2 Extraction d’ARN et analyses par QRT-PCR 
L’extraction de l’ARN total a été réalisée sur l’ensemble des échantillons selon le 
protocole du kit «RNeasy Plant Mini Kit». A partir de chaque échantillon, 0,5 µg d’ARN sont 
utilisés pour la réverse transcription en ADNc à l’aide d’amorces hexamèrique  en présence 
de Multiscribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems). Les conditions du PCR sont 1 
cycle à 25°C pendant 10 minutes, 1 cycle à 37°C pendant 2 heures, 1 cycle à 85°C pendant 5 
secondes et 1cycle à 4°C pendant une minute. Les expressions des gènes de la Trx h1, 1-Cys-
Prx, P.R1.1 et la Catalase ont été suivies par QRT-PCR. Des aliquotes (1µl) d’ADNc sont 
soumises à la QPCR en temps réel dans un thermocycleur ABI PRISM 7700. L’amplification 
est réalisée en utilisant les réactifs du kit QuantiTec SYBR Green (Qiagen) dans un volume 
final de 25 µl. Les conditions du PCR sont 1 cycle de 2 minutes à 50°C ; 1 cycle à 
95°C pendant 15 minutes; puis 40 cycles à 94°C pendant 15 secondes, 63°C pendant 30 
secondes et à 72°C pendant 20 secondes. Pour chaque marqueur, les amorces sont dessinées 
par le programme Primer Express (Applied Biosystems). La quantification relative d’un gène 
donné est exprimée, après normalisation par l’expression de l’ARNr 18S, utilisé comme 
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contrôle interne, en pourcentage de l’expression d’une référence par la méthode du 2-ΔΔCT 
(Livak et al., 2001). Le Tableau 2, regroupe les primers des gènes quantifiés. 
AGTAAGCGCGAGTCATCAGCT,      CATTCAATCGGTAGGAGCGAC
CGACCAGCTAGCTTTGATTG,          AAGCGCGGAGCTAGC
ACTACGACTACGGGTCCAACA,      TCGTAGTTGCAGGTGATGAAG
CCTTGCCTCTTTGTATGCTGA,         TCATCTTTTGTGGGTTCTTGC
ACGTAGGTACTCCTCGCTGT,           GTTGATCGACCACTTCTTCTCA
ARN 18S
1-Cys-Prx
PR.1.1
Glu-3
LTP-1
Séquences 5'>3'Amorces
 
Tableau 2 : Liste des amorces des gènes analysés en qRT-PCR. 
 
Pour le suivi de l’accumulation des transcrits de la 1-Cys-Prx pendant la maturation du 
grain, des prélèvements ont été réalisé à différents moments après la floraison, et analysés par 
QRT-PCR, selon le même protocole décrit ci-dessus. 
3.3 Analyse par Western blot 
Les protéines ont été extraites dans un tampon contenant 50 mM Tris-Hcl (pH 8), 
1mM d’EDTA (éthylenediaminetetraacetic acid) et 0,5 mM de PMSF 
(phénylméthanesulphonylfluoride) (Sigma). Après la détermination des concentrations des 
protéines par le dosage de Bradford, les échantillons protéiques sont dilués dans du tampon de 
charge contenant du β-mercaptoéthanol. Les protéines sont dénaturées par chauffage à 100°C 
durant 5 min, et séparées par électrophorèse. Une masse de 30 µg de protéines est déposée sur 
un gel de polyacrylamide Nu-PAGES (4-12 %). Les protéines sont ensuite transférées sur une 
membrane de nitrocellulose (PVDF, Polyvinylidene Difluoride membrane, Sigma-Aldrich). 
L’immuno-détection des protéines de la Trx h1 et de la 1-Cys-prx est réalisée par des anticorps anti-
Trx h 1 et anti-Per1 couplés respectivement avec les anticorps Anti-Chicken Ig Y et Anti-Rabbit Ig G 
(Sigma). Finalement, après révélation grâce au substrat Sigma FASTTM  (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate/Nitro Blue Tetrazolium Tablets ; Sigma), les bandes sont quantifiées par le 
logiciel QuantiScan. 
De la même façon, des protéines extraites de différents tissus de grains en stade de 
germination et de feuilles ont été analysés par western blot, pour suivre l’expression de la 1-
Cys-Prx. Ces extraits protéiques ont été réalisés à partir de graines germées dans des 
conditions témoins. 
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3.4 Dosage des activités enzymatiques 
Catalase 
Le matériel végétal a été broyé dans de l’azote liquide, 500 mg a été repris avec 1 mL 
du tampon KH2P04 0,2 M (pH 7,3), contenant 1 mM d’EDAT, 1 mM d’ascorabate et 2 mM de 
β-mercapto-éhanol. La solution a été centrifugée à 14000 g pendant 15 min. L’activité de la 
catalase a été suivie par la diminution de la vitesse de dégradation du H202 à 240 nm (ε=39,4 
M-1cm-1) (Beaumont et al., 1990). 
Ascorbate peroxydase (APX) 
Pour l’extraction des enzymes de l’APX, 500 mg du matériel végétal broyé dans 
l’azote liquide, a été mélangé avec 1,5 mL du tampon KP04 100 mM (pH 7), contenant 2 mM 
du pénylméthylsulphonyl fluoride (PMSF). L’ensemble est centrifugé à 14000g pendant 20 
min, et l’activité de l’APX a été mesurée par l’oxydation de l’ascorbate à 280 nm (ε=7,83 
mM-1cm-1) (Smirnoff et Colombé, 1988).  
4 Résultats 
4.1 Etudes de la Peroxyredoxine-1 (1-Cys-Prx) 
L’alignement de la 1-Cys-Prx du blé avec de multiples isoformes de différentes 
sources (Figure  23), montre la présence de trois résidus de cystéines conservés chez les 
céréales (Cys 46, Cys 72 et Cys 147) (Choi et al., 1998).  
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Figure  23 : Alignement  multiples de 1-Cys-Prx de différentes espèces. La séquence de la protéine de 
blé TaPer1 a été alignée avec la 1-Cys-Prx de différentes sources disponibles dans des bases de 
données, en utilisant le programme ClustalW2. Les nombres d’accessions sont: Homo sapiens 
(Human) ; P30041; Bos taurus (Bovine), O77834; Rattus norvegicus (Rat),O35244; Oryza sativa 
subsp. Japonica (Rice),P0C5C9; Oryza sativa subsp. indica (Rice), P0C5C8; Triticum aestivum 
(Wheat),Q6W8Q2; Oryza sativa subsp. japonica (Rice), P0C5D1; Oryza sativa subsp. indica (Rice), 
P0C5D0; Saccharomyces cerevisiae (Baker's yeast),P34227; Pichia pastoris (Strain GS115) (Yeast), 
C4R5X9. 
 
L’étude des interactions entre la 1-Cys-Prx et le système NTR/Trxh, responsable de 
l’activation de cette protéine, montre l’implication de la Cys 46 dans la catalyse de ces 
réactions, confirmant l’activité peroxydatique de ce résidu (Pulido et al., 2009). Cette cystéine 
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est très conservée pour toutes les plantes, par rapport à la cystéine 147, qu’est conservée chez 
les céréales, mais absente chez Arabidopsis thaliana. 
La Figure  24 montre la protéine recombinante de la 1-Cys-Prx, avec une masse 
moléculaire d’environ 28 kDa. Cette protéine se trouve généralement sous forme dimérique. 
14.4
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Figure  24 : Après expression de la 1-Cys-Prx, les protéines recombinantes ont été purifiées sur des 
colonnes Ni-NTA (Qiagen), ensuite elles ont été appliquées sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE. 
MM: Marqueur moléculaire, 1: Extrait brut des bactéries BL21, 2 et 3: Protéine recombinante. 
 
 Une analyse par mutation séquentielle des résidus de cystéines montre l’implication 
de ces résidus dans la dimérisation de la protéine (Figure  25), résultat qui a été confirmé dans 
les travaux de Pulido et al., 2009. Seule une incubation dans du DTT (dithiothrietol) à une 
concentration de 20 mM et pendant 20 min peut aboutir à la forme monomérique (Figure 25, 
ligne WT/DTT). 
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Figure  25 : Purification des protéines recombinantes sauvages et des mutantes de la 1-Cys-Prx-Tag 
His par chromatographie sur des colonnes Ni-NTA. Les protéines purifiées ont été appliquées sur un 
gel SDS-Page en conditions réductrices.  
 
L’analyse de l’expression et de l’accumulation des transcrits et des protéines de la 1-
Cys-Prx pendant la maturation du grain de blé (cv Soissons) par QRT-PCR et par western 
blot, montre effectivement une accumulation pendant la maturation du grain pour atteindre 
son maximum à la fin de cette phase (35 JAA) (Figure  26A, B). 
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Figure  26 : Suivi de l’expression des transcrits et des protéines de la 1-Cys-Prx pendant la maturation 
(après l’anthèse), respectivement par qRT-PCR (A) et par Western blot (C). La bande du haut (a) 
correspondant aux protéines de la 1-Cys-Prx obtenue par western blot a été quantifiée par le logiciel 
QuantiScan (B). Les prélèvements ont été réalisés à différents jours après floraison (JAF), 1: 0J, 2: 
10J, 3: 20J, 4: 25J, 5: 30J, 6: 35J, 7: 37J, 8 et 9: Protéines recombinantes, MM: Marqueur moléculaire. 
 
 Cependant, les expressions des transcrits et des protéines de la 1-Cys-Prx pendant la 
germination, présentent un profil contraire à celui obtenu pendant la maturation du grain. On 
assiste à une diminution des expressions au cours des premières phases de germination ( 
Figure  27). 
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Figure  27 : Suivie de l’expression des transcrits et des protéines de la 1-Cys-Prx par qRT-PCR (A) et 
par westren blot (B). La bande correspondant aux protéines de la 1-Cys-Prx obtenue par western blot a 
été quantifiée par le logiciel QuantiScan (B). Les prélévements ont été effectués à 0, 12, 24, 48 et 72 h 
après imbibition du grain. 
 
En même temps, le suivi de l’expression des protéines par western blot pendant la 
germination montre l’expression de la 1-Cys-Prx dans différents tissus du grain (Figure  28). 
Par contre cette protéine est absente dans des feuilles âgées (Figure  28, ligne 4). Ceci 
confirme d’avantage que cette protéine est exprimée majoritairement dans le grain (Stacy et 
al., 1999). 
1                  2              3             4         5
 
Figure  28 : Analyse de l’expression des protéines de la 1-Cys-Prx par western blot dans différents 
tissus du grain et des feuilles âgées de blé. 1: Apex racinaire, 2: Embryon, 3: Endosperme, 4: Feuille 
mature, 5: Couche aleurone. 
 
5 Expression des marqueurs  
5.1 Taux de germination 
La mesure du taux de germination montre un développement rapide des grains stressés 
par rapport aux grains témoins (Figure  29). Le développement rapide des grains de blé peut 
s’expliquer par le fait que la laminarine joue le rôle d’un éliciteur, en induisant un mécanisme 
au niveau moléculaire qui accélère les processus métaboliques.  
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Figure  29 : Suivi du pourcentage de germination des grains de blé, mises à germer dans des 
conditions témoins et de stress provoquées par la laminarine (200µg.mL-1). 
 
5.2  Suivi de l’expression de la 1-Cys-Prx 
Cette étude montre l’effet du stress biotique simulé par la laminarine sur l’expression 
des marqueurs (Figure  30).  
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Figure  30 : Suivi de l’expression des transcrit et des protéines de la 1-Cys-Prx respectivement par 
qRT-PCR (A) et par western blot (C) pendant les premières phases de germination (0h, 12h, 24h, 48h 
et 72h). La 1-Cys-Prx correspond à la bande (a) située à environ 28kDa (A). Après analyse western 
blot, la bande de la 1-Cys-Prx (a) a été quantifiée par le logiciel QuantiScan (B). MM: Marqueur 
moléculaire, T: Echantillons témoins, S: Echantillons stressés. 
 
La 1-Cys-Prx  s’exprime dès le début de la germination (Figure  30B). Cette expression 
protéique est encore plus élevée en présence de la laminarine et cela dès 12 heures, avant que 
cette expression protéique ne diminue avec le temps. Si l’on compare l’expression de la 
peroxyrédoxine en conditions de stress avec les conditions témoins, on constate que l’activité 
de la 1-Cys-Prx est plus importante lors du stress. Par ailleurs, on observe dans les deux cas 
que l’expression diminue au cours de la germination.  Mais elle reste tout de même plus 
importante dans les conditions du stress. L’analyse par qRT-PCR, de la 1-Cys-Prx montre une 
expression croissante dès le début de la germination pour atteindre un maximum à 48 heures 
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(Figure  30A), avant de diminuer considérablement. Cependant, chez le témoin, cette 
expression connait une diminution avec la germination.  
5.3 Suivi de l’expression des Trxs h 
L’analyse de l’expression des protéines des Trx h grâce à l’anticorps anti-Trx h1, 
révèle l’expression de trois isoformes de Trx h (Figure  31).  
 
Figure  31 : Suivi de l’expression des protéines des Trxs h totales par western blot, en utilisant des 
anticorps anti-Trx h1 pendant les premières phases de germination (0h, 12h, 24h, 48h et 72h). Trois 
isoformes de Trx h ont été détectées notées par les lettres a, b et c (A). Quantification des trois bandes 
de Trxs h par le logiciel QuantiScan (B). MM: Marqueur moléculaire, T: Echantillons témoins, S: 
Echantillons stressés. 
 
L’analyse par western blot révèle la présence de trois bandes correspondant aux Trxs 
h. L’expression est identique depuis le début de la germination jusqu’à 48 heures entre les 
échantillons témoins et stressés. Après 48 heures cette expression diminue chez le témoin, et 
reste importante dans les conditions de stress. Ce résultat montre dans un premier temps 
l’effet du stress simulé par la laminarine sur l’expression de ce marqueur, et ce malgré 
l’implication de ces protéines dans d’autres processus pendant ces phases.  
5.4 Expression de marqueurs de stress biotique 
L’analyse de l’expression des gènes des marqueurs liés au stress biotique par qRT-
PCR, montre une expression croissante du gène PR.1.1 en présence de la laminarine, alors 
que cette expression reste stable chez le témoin. (Figure  32A). Cependant, la présence de la 
laminarine n’a pas induit l’expression des marqueurs LTP-1 (Lipid Transer Protein) et Glu – 
3, après imbibition, mais une légère expression après trois jours de germination (Figure  32B et 
C). 
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Figure  32 : Suivi de l’expression des transcrits par qRT-PCR des marqueurs impliqués dans le stress 
biotique simulé par la laminarine: Pr.1.1 (A), LTP1 (B) et Glu3 (C). 
 
5.5 Activités enzymatiques de la Catalase et l’Ascorbate 
peroxydase 
La catalase et l’ascobate peroxydase sont des enzymes du système antioxydant. Elles 
sont impliquées dans la protection contre le stress oxydatif par la détoxification des H2O2.  
Les résultats obtenus montrent que l’expression des transcrits de la catalase augmente en 
présence de la laminarine pour atteindre un maximum à 48 heures avant de diminuer (Figure  
33B). Cependant, l’activité enzymatique ne montre pas de différences majeures entre les 
échantillons témoins et stressés jusqu'à 48 heures, après lesquelles l’activité augmente 
sensiblement pour atteindre un maximum à 72 heures en présence de la laminarine (Figure  
33C). La comparaison des activités de ces deux enzymes montre une stimulation plus 
importante de la CAT par rapport à l’APX. 
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Figure  33 : Suivi de l’expression des transcrits de la catalase (A) par qRT-PCR, et les activités 
enzymatiques de la catalase (B) et de l’ascorbate peroxydase (C). 
 
6 Discussion 
Dans cette étude, la première chose qui retient l’attention concerne l’effet de la 
laminarine sur le taux de germination. En effet, on observe une accélération de la germination 
en présence de la laminarine. Cet effet peut s’expliquer par le fait que ces molécules (β-
Glucan) agissent au niveau du métabolisme de développement. Elles sont impliquées dans 
divers processus de développement dont les divisions cellulaires. Un brevet français (No. 
9208387) confirme les propriétés élicitrices de la laminarine et son utilité pour augmenter les 
réactions de défense des plantes. Il révèle en outre que la laminarine présente des propriétés 
élicitrices de l'α-amylase à l'origine de l’activation de la germination des graines et de la 
croissance des plantes. 
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L’application d’un stress pendant les premières phases de germination des graines de 
blé ou d’orge, montre que la vitesse de développement suit une courbe en cloche (Figure  34). 
A de faibles concentrations, des sustances comme l’H2O2, l’ozone, le NaCl ont effet postif sur 
la germination, cependant avec des concentrations élevées, les concentrations en H202 sont 
fortes, cela réduit les pourcentages de germination. 
 
 
 
 
 
 
Différentes études et principalement des brevets ont montré que la laminarine à une 
activité favorable sur les processus de germination (brevet N° WO/94/00993). D’autres études 
décrivent des propriétés élicitrices de la laminarine, suggérant son utilisation pour augmenter 
les réactions de défense des plantes. Ainsi, Netzer et al., 1979 révèlent qu’une infection par le 
pathogènes S. oxyporum déclenche l’induction de laminarinase. De même, Bonhoff et al., 
1988, révèlent les propriétés de la laminarine en tant qu’éliciteur de phytoalexine et de 
callose.  
L’étude entreprise dans ce travail a également permis de discriminer l’implication de 
chaque marqueur lors de l’application du stress biotique simulé par la laminarine. La 
deuxième donnée qui retient l’attention concerne l’induction des moyens de défenses du blé.  
Figure  34 : Effet de la concentration de molécules ou de subsatnces sur les pourcentages de 
germination. A de faibles concentrations, ces substances on un effet positif sur la germination, 
cependant des concnetrations élevées ont un effet inverse.  
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Cela est caractérisé par l’expression élevée des transcrits et des protéines de la 1-Cys-Prx dès 
le début de la germination par rapport aux conditions témoins. Il est connu que la 1-Cys-Prx 
est une protéine spécifique du grain et fait partie des protéines LEA (late embroygenesis 
abundant). Dans les plantes supérieures, les protéines LEA s’accumulent pendant les phases 
de maturation du grain. Elles s’expriment pendant des conditions de stress et à différentes 
étapes de développement du grain. Une distribution aussi large de ce type de protéines, 
confère une fonction de protection (Schneider et al. 1993; Wolkers et al. 1998; Bartels et 
Salamini 2001). Ces données suggèrent que les 1-Cys-Prxs accumulées pendant la maturation 
s’expriment à nouveau après imbibition du grain pour la protection contre le stress qui peut 
être produit avec la reprise des processus métaboliques. Ce résultat a été confirmé dans notre 
étude, en suivant les expressions des transcrits et des protéines pendant les phases de 
maturation et de germination du grain du blé. 
 L’induction de l’expression des protéines de la 1-Cys-Prx en présence de la 
laminarine, peut être expliquée par le rôle de défense de la 1-Cys-Prx contre le stress oxydatif 
comme démontré dans les travaux de Stacy et al., 1996. Ce résultat témoigne de l’importance 
des molécules comme la laminarine à stimuler les défenses des plantes et à les protéger contre 
les infections. Les β-1,3glucanes marins sont considérés comme des éliciteurs puissants de la 
plupart des réponses de défenses avec l’avantage de ne pas provoquer de mort cellulaire 
(Klarzynski et al., 2000). En même temps, ils protègent efficacement les plantes, y compris 
des plantes de grande culture (blé, orge, maїs), contre l’infection par des champignons causant 
d’importants préjudices à ces cultures (Joubert et al. 1998). 
Les travaux d’Haslekas et al., 2003, ont pu montrer l’effet de stress provoqué par des  
solutions de NaCl et de mannitol sur les fréquences de germination, et de déterminer le rôle de 
la 1-Cys-Prx dans ces conditions. Cette étude a montré l’effet de la 1-Cys-Prx dans la 
protection contre le stress par l’inhibition de la germination. Ainsi, des plantes d’Arabidopsis 
thaliana, surexprimant le gène de l’AtPer1, sont caractérisées par une faible fréquence de 
germination, par rapport aux plantes témoins en présence de fortes concentrations de NaCl et 
de manitol. Cependant, avec de faibles concentrations de NaCl, les fréquences de germination 
sont identiques entre les graines des plantes transformées et les plantes témoins. Ces résultats 
montrent les effets contradictoires sur la germination selon l’origine des substances utilisées, 
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et le type de stress induit. Les éliciteurs exogènes comme la laminarine semblent agir à de 
faibles doses dans la mobilisation des métabolismes de défenses de la plante.                                                                 
La fonction antioxydante de la 1-Cys-Prx, est accomplie par l’activation de cette 
dernière par le système NTR/Trx h (Wong et al., 2003; Pulido et al., 2009). Ainsi, il était 
indispensable d’étudier l’expression des Trx h durant les premières phases de germination. Il 
a été montré l’effet des conditions de stress sur l’expression des Trx h, par une forte 
accumulation de ces dernières dans les tissus et le noyau de cellules souffrants de stress 
oxydatif (Serrato et Cejudo, 2003; Serrato et al., 2001). Les conditions environnementales ont 
un faible effet sur l’expression des Trxs h pendant les premières phases de germination, à 
l’exception de la couche aleurone (Cazalis et al., 2006). 
Dans cette étude, l’expression des Trx h pendant les premières phases de germination, 
ne peut pas être seulement expliquée par leur implication contre le stress, car les Trx h sont 
des protéines importantes pour la germination. Elles interviennent dans la mobilisation des 
protéines de réserve nécessaires au développement de nouveaux tissus, et à la croissance de 
l’embryon (Kobrehel et al., 1992; Lozano et al., 1996). Les Trxs augmentent leur sensibilité à 
la protéolyse en réduisant des enzymes impliquées dans la mobilisation de ces  protéines, ou 
des inhibiteurs des enzymes amylolytiques comme l’α-amylase et la pullulanase, et 
l’activation de la thiocalsine (Kobrehel et al., 1991; Besse et al., 1996). Ces mécanismes 
facilitent la mobilisation de l’azote et de carbone dans l’endosperme permettant à l’embryon 
de se développer (Marx et al., 2003; Montrichard et al., 2003). 
Parmi les autres moyens de défenses des plantes, les PRs (Pathogenesis Related) 
présentent de fortes activités antimicrobiennes. La laminarine fait partie des éliciteurs 
capables d’induire l’expression des PRs, et le PR.1.1 constitue le gène le plus abondant des 
familles des PRs. Notre étude confirme ce rôle de défense, puisque les gènes de PR.1.1 
connaissent une augmentation croissante pendant les premières phases de germination. 
Différentes molécules peuvent induire l’expression des PRs, comme certaines 
phytohormones (l’éthylène, l’acide jasmonique, l’acide salicylique) (Edreva, 1990, 1991; 
Tamás et al., 1997; Pääkkönen et al., 1998; Van Loon, 1999; Buchel and Linthorst, 1999; 
Fujibe et al., 2000). Il a été montré dernièrement, que l’acide salicylique augmente 
sensiblement l’expression des PR.1.1 chez Arabidopsis thaliana. Cependant des molécules 
comme le Paraquat ou l’UV-C n’ont pas d’effet sur l’expression des gènes des PR.1.1 chez 
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Arabidospsis thaliana, sauf chez certains mutants difficitairesen ascorbate (Colville et 
Smirnoff, 2008). Le rôle de l’acide salicylique dans la stimulation des moyens de défense est 
bien documenté. Mais en application externe, l’acide salicylique provoque des symptômes de 
stress sur les plantes. Ainsi, un analogue structural de l’acide salicylique a été mis sur le 
marché. Son utilisation est moins toxique. Les mécanismes d’action des PR.1.1 dans la 
protection contre le stress ne sont pas complètement établis, mais comme la plupart des PRs, 
ils ont un effet antifongique et antibactérien. D’une manière générale, les PRs forment une 
barrière protectrice contre le pathogène, en s’accumulant au niveau des sites d’infections et 
agissent pour diminuer la sensibilité de la plante. 
Contrairement à ce qui est obtenu dans notre étude avec les marqueurs LTP-1 et Glu-
3, dans les travaux de Lu et al., 2005, les expressions des marqueurs LTP-1 et LTP-2 et de 
Glu-3 sont beaucoup plus importantes. Ce résultat peut être expliqué par la sensibilité de ces 
marqueurs à la laminarine, ou aux faibles concentrations utilisées dans les conditions de 
l’expérimentation. La virulence du pathogène Tilletia tritici peut expliquer la forte expression 
des LTP-1 et 2 et de Glu3. Un point commun entre notre étude et les résultats fournis par Lu 
et al., 2005, concerne la forte sensibilité des PRs par rapport aux autres marqueurs, ce qui fait 
des PRs des marqueurs intéressants pour suivre la présence d’un stress provoqué par des 
pathogènes, voir d’origine animal. 
Chez les céréales, la catalase est considérée comme un marqueur central dans la 
protection contre le stress oxydatif, principalement dans des conditions de stress abiotique. 
Ainsi, les travaux de Kim et al., 2005 et Khosravinejad et al., 2008, ont montré que l’activité 
de la catalase augmente dans les racines de l’orge pendant un stress salin. De même, des 
plantes infectées avec des virus connaissent une augmentation de l’activité des enzymes du 
système antioxydant dont la catalase, après traitement avec des glucanes (Gil-ad et al,., 2001; 
Kim et al., 2009). Cependant, dans notre étude, l’activité de la catalase n’augmente qu’après 
trois jours de germination. On pourrait expliquer cette augmentation tardive, par une faible 
production des ROS par la laminarine. Ainsi, une telle concentration en ROS n’a pas d’effet 
majeur sur l’expression des enzymes de la catalase dès le début des premières phases de 
germination. Mais aussi, il peut être expliqué par le temps nécessaire pour l’allongement des 
racines qui deviennent sensibles au stress du milieu, ce qui induit son expression. De même, 
l’activité enzymatique de l’ascorbate peroxydase connaît le même profil que celui de l’activité 
Résultats : Effet d’un éliciteur sur l’expression des marqueurs du système 
modèle lors des premières phases de germination 
 
107  
 
de la catalase, mais son activité reste plus faible que celle de la catalase. De même, dans les 
conditions d’un stress abiotique, l’activité de l’ascorbate peroxydase reste faible par rapport à 
celle de la catalase (Kim et al., 2005). Parmi les enzymes du système antioxydant, la catalase 
pourrait donc être considérée comme une des enzymes majeures responsables de maintenir un 
équilibre homéostatique pour le bon fonctionnement de la plante. 
 
Conclusion et perspective 
Dans cette étude, nous avons mis en évidence un effet même faible de la laminarine 
sur la germination des grains de blé. L’accélération de la germination des graines pourrait être 
expliquée par les propriétés élicitrices de la laminarine, et principalement sur l’expression de 
l’α-amylase, enzyme marqueur de la croissance lors des phases initiales de la germination.  
L’utilisation de substances comme la laminarine semble jouer un rôle d’éliciteur 
efficace de défenses naturelles chez le blé. Dans la présente étude, l’effet de la laminarine a 
permis de déclencher et de discriminer l’expression d’un certain nombre de marqueurs. Ainsi, 
nous avons mis en évidence l’importance des protéines de la 1-Cys-Prx et des gènes de la 
PR.1.1 dans la protection contre un éventuel stress lié à la présence de pathogènes. Chez les 
céréales, de par le fait que la 1-Cys-Prx soit spécifique du grain, l’utilisation de substances 
externes à l’image de la laminarine, constitue un moyen pour stimuler cette protéine, et ainsi 
améliorer la protection contre les éventuelles attaques des champignons, à l’exemple de la 
fusariose qui attaque le blé tendre.  
Cette étude a permis principalement  de discriminer l’implication des marqueurs des 
rédoxines et ceux du système antioxydant dans l’étude de la physiologie des semences. La 1-
Cys-Prx semble être bien placée pour aborder cette physiologie et le stress oxydatif en 
particulier pendant la germination en présence de stress biotique par rapport aux éléments du 
système antioxydant. Dans une moindre mesure l’importance des Trxs h semble être 
secondaire, du fait de leur implication dans la mobilisation des protéines. Ainsi, la 1-Cys-Prx 
peut être considérée comme un marqueur indicateur de l’état redox du grain pendant les 
premières phases de germination.  
L’utilisation de traitements externes avec des substances d’oligosaccharides capables 
de stimuler les défenses naturelles constitue une stratégie de protection des plantes.  
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Elle  s’avère plus efficace et plus simple que les autres approches de biotechnologies 
comme l’utilisation des produits chimiques ou la production de plantes transgéniques. Cette 
démarche qui concilie agriculture et environnement, apparaît particulièrement intéressante. La 
stratégie qui consiste à stimuler les défenses des plantes à l’aide de composés naturels se 
démarque en effet de l’utilisation des pesticides, et des synergies peuvent être envisagées 
entre la stimulation de la plante et l’affaiblissement des pathogènes. L’utilisation de 
substances comme la laminarine présente un avantage considérable de ne pas mobiliser 
inutilement et avant l’attaque le métabolisme de la plante en faveur de la défense. 
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Les modifications génétiques constituent une innovation importante dans l’étude des 
gènes et des protéines. L’implication des Prxs et des Trxs h a été étudiée in planta par voie 
transgénique dans certains travaux qui ont confirmé leurs rôles dans la protection contre le 
stress, dans la modulation des protéines de réserve, l’amélioration de la viscosité de la pâte et 
la diminution des effets négatifs comme l’allergénicité. Chez les céréales, les travaux qui 
traitent les implications de ces protéines sont encore rares et principalement dans 
l’amélioration de la qualité germinative. 
Notre étude précédente a mis en évidence les différences entre les Trxs h du système 
modèle ainsi que le rôle de la 1-Cys-Prx comme un marqueur du stress plus sensible que la 
catalase ou l’ascorbate peroxydase. Il nous faut donc maintenant moduler l’expression de ces 
marqueurs pour à la fois pour avancer dans la physiologie de la semence et valider le système 
modèle retenu.   
Les techniques disponibles nous offrent deux possibilités de moduler l’expression 
d’un gène, l’imbibition et la surexpression. La technologie ARN antisens a été utilisée comme 
moyen pour la régulation de l’expression génique dans un grand nombre d’organismes. 
Depuis l’avènement de l’interférence ARN (RNAi), cette technique s’est peu à peu imposée 
par sa simplicité et son efficacité.  Elle est devenue un outil puissant pour la détermination des 
fonction des gènes. Pour notre part, nous nous situerons dans la voie ouverte par des auteurs 
qui ont apporté une nouvelle souplesse à la technique d’interférence en utilisant des fragments 
d’ADN au lieu des fragments d’ARN double brin (Voinnet et al., 1998, Palauqui et al., 1999, 
(Kawai-Toyooka et al., 2004, Rutherford et al., 2004). Pour obtenir le fragment d’ADN, un 
couple de primers suffit.  
Dans notre étude, nous utilisons cette méthode pour la modulation par inhibition des 
trois isoformes de Trxs h et une Grx au stade plantule du blé afin de déterminer l’effet 
phénotypique d’une telle inibition afin d’évaluer par là même la spécificité des isoformes 
retenus dans le modèle.  
Quant à la surexpression des gènes, la littérature montre que la transformation via 
Agrobacetrium tumefaciens (Shrawat et Lorz, 2006) est la plus indiquée pour le blé. La Trx hl 
se présente comme le candidat idéal pour vérifier ses capacités réductrices et oxydantes au 
niveau de la plantule ainsi qu’au niveau de la qualité technologique et germinative de la 
graine. Cette transformation doit être acompagnée de celle par la Trx h2 qui sera utilisée 
comme Trx h standard.  
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La génétique inverse est devenue une approche de choix pour identifier le rôle de 
certains gènes impliqués dans le développement des plantes et dans l’élaboration de la qualité 
de la matière première. La technologie basée sur l’interférence par ARN (RNAi) en est 
l’exemple le plus emblématique. Le principe consiste à introduire des fragments d’ARN 
double brin dans un organisme ou une cellule. La Figure  35 montre le mécanisme 
d’interférence ARN. 
 
Figure  35 : Fonctionnent classique de la machinerie de l’ARN interférence (http://biotech-
medecine.com/archives/review27/actu). 
 
Les molécules d’ARN double brin sont d’abord découpées par une RNase double brin, 
l’éminceuse (Dicer) produisant des fragments d’environ 21-23 nucléotides, les petits ARN 
interférant (short interfering RNA, siRNA). Ces petits ARN sont ensuite incorporés sous 
forme de simple brin dans un complexe ribonucléoprotéique (RISC) où ils servent de guide 
pour la reconnaissance de la cible. L’interférence a lieu quand l’un des brins est susceptible de 
s’hybrider de manière spécifique avec un ARNm pour induire la suppression de l’expression 
génique de cette cible. Cette inhibition peut donc avoir lieu au niveau du cytosol par 
dégradation de l’ARNm ou par inhibition de la traduction (Hannon et al., 2002; Vaucheret et 
al., 2001). L’un des avantages de ce procédé, est qu’il n’est pas restreint à une cellule mais 
s’étend aux cellules voisines  grâce aux petits ARN eux même (Dunoyer et al., 2010). Ainsi, il 
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n’est pas nécessaire d’avoir une intégration stable d’un transgène, car une expression 
transitoire est suffisante pour induire le phénotype correspondant à l’inhibition de l’expression 
génique. 
Quelques travaux avaient ouvert cette voie en montrant que des ADN double brin, 
dépourvus de promoteur, pouvaient induire l’inhibition de l’expression génique chez les 
plantes (Voinnet et al., 1998; Palauqui et al., 1999; Rutherford et al., 2004, Nowak et al., 
2009). Des équipes, surtout dans le milieu médical, montrent un intérêt grandissant pour les 
systèmes à base d’ADN.   
Le travail présenté dans ce chapitre s’inscrit dans ce sens, puisqu’il consiste à inhiber 
les trois Trx h et la Grxs du système modèle au stade plantule du blé. Il s’agit de déterminer si 
l’on pouvait mettre en évidence au niveau de l’expression des gènes et au niveau 
phénotypique un possible effet de l’inhibition. Ainsi si on pouvait évaluer en deuxième lieu la 
redondance et/ou la spécificité des isoformes de la Trx h. En troisième lieu, d’évaluer les 
éventuelles interactions des Trxs h entre elles et les interactions entre les Trx h et la Grx afin 
de poser les bases d’un modèle réactionnel. 
Pour atteindre ces objectif et en s’appuyant sur les données de la littérature, une 
méthode simple a été mise au point pour inhiber l’expression des gènes ciblés (Trx h1, h2, h3 
et Grx) par interférence ADN en utilisant l’injection du gène entier ou de petits fragments 
d’ADN double brin de séquence spécifique à la cible.  
L’analyse phénotypique a été faite par le suivi du développement des plantules et 
l’expression des gènes, par qRT-PCR à partir des ARN totaux et l’expression des protéines de 
Trx h par westren blot. 
1 Matériels et méthodes 
1.1 Préparation de l’ADN interférant 
1.1.1 Gènes de thiorédoxines et de glutarédoxines 
Les transcrits des Trx h1 (AY072771), Trx h2 (AF286593), Trx h3 (AF420472) et Grx 
(EU823285) du blé tendre (Triticum aestivum, cv Soissons) sont amplifiés par PCR à partir de 
clones maintenus au laboratoire d’agrophysiologie. L’amplification est réalisée à l’aide de 2 
unités de la polymérase pfu  (Promega) dans un tampon commercial (Promega), avec 200µM 
de chaque dNTP, 0,5 µM de chaque amorce et 1 ng d’ADN dans volume final de 25µl.  
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Les amorces sont indiquées dans le  
Tableau 3 ci-dessous : 
Amorces Séquences 
 
Trx h1 
5'-ACATGGCTAATGGCAAGGAGA-3' 
5'-CGTTGTATGCTTCAGCGACGT-3' 
 
Trx h2 
5'-GCTATCAAGGAGGAACTGACGAA-3' 
5'-AAAACACACTAGCTTGGATTAAGCAA-3' 
 
Trx h3 
5'-TGTCGGAGCTATCAAGGAGGAG-3' 
5'-CTTGATTCACCATCATAAACTC-3' 
 
Grx 
5’-AGTCCAGAGCTATGGCGCTC-3' 
5’-CTAAGGAGTGACGGTGGTCTTC-3' 
 
Tableau 3 : Les amorces utilisées dans l’amplification des gènes Trxs et Grx. 
 
La PCR est réalisée dans un thermocycleur Applied BioSystems 9700 dans les 
conditions suivantes : 1cycle à 95°C pendant 3 minutes; 30 cycles à 95°C pendant 30 
secondes, 60°C pendant 30 secondes; 1 cycle. Les échantillons contenant les amplicons de 
Trx h1, Trx h2, Trx h3 et Grx sont analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 1%. Les 
bandes de 400bp qui correspondent aux ADN des Trx h1, Trx h2, Trx h3 et Grx sont alors 
coupées et purifiées par le Kit de purification Qiagen dans un volume de 10 µl. 
1.1.2 Les petites ADN double brin (siADN) 
Les petits ADN double brin (siADN) ont été dessinés par le programme SiRNA 
(bioweb2.pasteur.fr) à partir de la séquence ARNm. Les solutions (50 µM) de siADN ont été 
préparées par hybridation des amorces correspondantes ( 
Tableau 4) avec leur brin complémentaire dans un thermocycleur par un gradient de 
température de 90°C à 40°C pendant 15 minutes. 
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Amorces Séquences 
 
Trx h1 
Sens: 5'-AAGAAGCTGGTGGTCATTGACTT-3' 
Antisens: 3'-AAGTCAATGACCACCAGCTTCTT-5' 
 
Trx h2 
Sens: 5'-AACTTCAGACATTTGCACCGGTT-3' 
Antisens: 3'-AACCGGTGCAAATGTCTGAAGTT-5 
 
Grx 
Sens: 5'-AAGAAGTTGTTCACGCAGCTGGG-3' 
Antisens: 3'-CCCAGCTGCGTGAACAACTTCTT-5' 
 
Tableau 4 : Les amorces utilisées pour la préparation des petits ADN double brin (siADN). 
1.2 Matière végétale 
Une centaine de grains de blé Soissons placés dans un Falcone de 50 ml sont trempés 
dans de l’hypochlorite de sodium à 10% pendant 20 à 30 minutes. Ensuite ils sont lavés 2 fois 
dans de l’eau stérile puis une fois dans une solution d’acide chlorhydrique (10mM). Ils sont 
finalement lavés 5 fois avec de l’eau stérile. 
Les grains sont semés en condition stérile c'est-à-dire sur papier filtre wattman humide 
dans des boites de Pétri et ils sont mis à germer dans un phytotron (Fisher bioblock 
Scientific), entre 72-96 heures sous 200 µmol. m-2. s-1, avec une photopériode de 16h et un 
gradient de température jour/nuit de 23/20°C. 
Les graines germées sont ensuite transplantées à raison de quatre unités par pot dans 
un terreau commercial stérile. Avant l’ouverture de la première feuille (environ quatre jours 
de germination) (Figure  36), 5 µl de la solution d’interférence, siADN ou de l’eau stérile sont 
injectées dans la première feuille, elles sont replacées dans le phytotron. L’expression des 
gènes de Trx h1, Trx h2, Trx h3 et Grx est analysée à 8h, et à 96h. 
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Figure  36 : Germination du grain de blé (Muller et Wieser, 1995). 
1.3 La quantification relative de l’expression génique par 
PCR en temps réel 
Le protocole d’extraction d’ARN a été décrit dans le chapitre «l’effet d’un éliciteur sur 
l’expression des marqueurs du système modèle lors des premières phases de la germination du 
blé» (Voir page 91). 
Les gènes des Trx h1 (AY072771), Trx h2 (AF286593), Trx h3 (AF420472) et Grx 
(EU823285) du blé tendre (Triticum aestivum, cv Soissons) sont amplifiés par PCR à partir de 
clones (Cazalis et al., 2006). L’amplification est réalisée à l’aide de 2 unités de la polymérase 
pfu  (Promega) dans un tampon commercial (Promega), avec 200µM de chaque dNTP, 0,5 
µM de chaque amorce et 1 ng d’ADN dans volume final de 25µl. 
La PCR est réalisée dans un thermocycleur Applied BioSystems 9700 dans les 
conditions suivantes : 1cycle à 95°C pendant 3 minutes ; 30 cycles à 95°C pendant 30 
secondes ; 60°C pendant 30 secondes; 1 cycle à 72°C pendant 7 minutes. . La quantification 
relative d’un gène donné est exprimée, après normalisation par l’expression de l’ARNr 18S 
(5'-AGTAAGCGCGAGTCATCAGCT3'; 5'-CATTCAATCGGTAGGAGCGAC-3') utilisé 
comme contrôle interne, en pourcentage de l’expression d’une référence par la méthode du   
2-ΔΔCT (Livak et al., 2004). 
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1.4 Analyse par western blot 
Des graines de blé sont mises à germer dans des conditions stériles. A la sortie de la 
première feuille, 5 µl des siADN de la Trx h1, de la Grx et le mélange équimolaire des Trx h 
(Trx h1, h2 et h3) ont été injetcés. Des témoins positifs en injectant de l’eau stérile et des 
témoins négatifs sans aucune injection ont été également préparés. Des prélévements ont été 
réalisées à différents moments de la germination (24h, 48h, 72h et 96), et les protéines sont 
extraites dans un tampon contenant 50 mM Tris-Hcl (pH 8), 1 mM d’EDTA et 0,5 mM de 
PMSF. Les protéines sont ensuites concentrées grâce à un évaporateur concentrateur. 35 µg 
de protéines ont été utilisées pour réaliser des analyses western blot. L’expression des 
protéines de la Trx h1, a été suivie en utilisant des anticorps Anti-Trx h2 du pois (pisum 
sativum), couplés avec des anticoprqs antiRabbit Ig G (sigma). La révélation a été réalisée 
grâce au substrat (Sigma FASTTM 5-Bromo-4-chloro-3indolyl phosphate/Nitro Blue 
Tetrazolium Tablets). 
2 Résultats 
2.1 L’expression des gènes 
L’expression des gènes a été analysée par qRT-PCR en temps réel à partir des ARN 
totaux du matériel végétal. L’expression est mesurée à 8h et 96h en faisant l’hypothèse que ce 
mode d’inférence génère au moins une inhibition temporaire. Ceci permettra d’évaluer ainsi la 
durée de vie de cet effet. Le profil d’expression des gènes cibles chez les plantules témoins 
montre que, dans les conditions de l’expérience, la Trx h1 est la plus exprimée, Trx h2 et h3 
ont un niveau d’expression similaire et supérieure à celle de la Grx (Figure  37). 
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Figure  37 : Profil d’expression des gènes cibles de la plantule témoin après 96h de la germination 
dans les conditions de l’expérience 
 
2.1.1 Inhibition par Trx h1 
L’analyse de l’expression des gènes après une injection de Trx h ou de Grx sous la 
forme geADN ou siADN montre que ce système est susceptible de générer une modulation de 
l’expression du gène en question mais il module également celle des autres gènes ciblés. 
Ainsi, l’interférence par la Trx h1 sous la forme de siADN induit une inhibition quasi 
complète du gène 8h après le traitement ainsi qu’à 96h. La Trx h1 siADN induit également 
une inhibition complète des autres gènes ciblés après 8h, par contre on observe une faible 
reprise de l’expression des ces derniers à 96h et en particulier pour la Grx (Figure  38, Figure  
39). Le traitement par geADN montre un profil différent. L’inhibition de Trx h1 atteint 75% à 
8h et n’est plus qu’à 65% à 96h, indiquant un contournement de l’interférence, contrairement 
à ce qui est observé avec le siADN. 
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Figure  38 : Profil d’expression des gènes inhibés par Trx h1 siADN et geADN. 
 
Figure  39 : Pourcentages d’inhibitions après l’injection de la Trx h1. siTrx h1(A), geTrx h1 (B). 
 
 
 
Résultats : Modulation de l’expression des rédoxines par intéfernce ADN 
 
120  
 
Parmi les autres particularités, l’expression de Trx h3 reste inhibée à 90% même à 
96h, et par conséquent, l’effet de l’interférence semble plus efficace sur Trx h3 que sur Trx 
h1. La Grx a un profil similaire à celui de laTrx h1 tandis que l’expression de laTrx h2 est la 
moins affectée par cette méthode avec 20% d’inhibition.  
2.1.2 Inhibition par Trx h2 
L’injection de Trx h2 induit un profil d’inhibition similaire à ce qui a été observé 
précédemment avec quelques particularités (Figure  40, Figure  41).  
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Figure  40 : Profil d’expression des gènes inhibés par Trx h2 siADN et geADN entre 8h et 96h après 
traitement. 
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Figure  41 : Pourcentage d’inhibition après l’injection de la Trx h2. siTrx h2 (A), geTrx h2 (B). 
 
En premier lieu, l’efficacité de l’inhibition par geADN est plus grande qu’avec la 
Trx h1 et est quasiment du même ordre que celle du siADN. On constate l’inhibition totale à 
8h et un début de contournement de l’interférence à partir de 96h. L’essai d’inhibition par 
injection de Trx h3 donne également le même profil (résultat non montré). 
De ces trois essais d’inhibition, celle avec le siADN de la Trx h1 est la plus efficace, 
non seulement sur la Trx h1 mais aussi sur les autres gènes cibles. Ces résultats font partie 
d’un certain nombre d’indices qui plaident en faveur d’un rôle particulier de ce gène par 
rapport aux deux autres.  
2.1.3 Inhibition par Grx 
L’injection de la Grx sous la forme siADN a la particularité de provoquer 
l’inhibition totale des 3 Trx h jusqu’à 96h, tandis que l’on observe un début de la phase de 
contournement à 96h (Figure  42, Figure  43).  
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Figure  42 : Profil d’expression des gènes inhibés par Grx siADN et geADN entre 8h et 96h après 
traitement. 
 
Figure  43 : Pourcentages d’inhibitions après l’injection de la Grx. siGrx (A), geGrx (B). 
L’effet de l’interférence de Grx sur la synthèse des Trxs h et le contrôle de l’inhibition 
pour Grx sont confirmés par la forme geADN dans la mesure où à 96h, l’inhibition n’est plus 
que de 25%. L’inhibition par le mélange équimoléculaire des différents interférents ainsi 
qu’un volume de 15 µl de Grx ont le même effet, c’est-à-dire une inhibition totale de la 
synthèse de tous les gènes, ce qui est corrélé avec l’arrêt du développement de la plantule. 
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2.2 Expression des proteins des Trx hs 
Les résultats de l’expression des protéines des Trx hs obtenus par western blot grâce à 
l’anticorps anti-Trx h2PS (Pisum sativum), ne montre pas une inhibition de l’expression des 
protéines aussi importante qu’après injection des siADN des Trx h1, du mélange équimolaire 
des Trx h (h1, h2 et h3) et de Grx (Figure  44A, B et C).  
 
 
 
Figure  44 : Suivi de l’expression des protéines de Trx h par western blot, en utilisant des anticorps-
anti Trx h2 du pois (Pisum sativum). Les protéines totales ont été extraites à partir des feuilles de 
plantules, à différents moments (24h, 48h, 72h et 96h), après les injections des SiADN respectivement 
de  Trx h1 (A), du Mix (Mélange équimolaire de Trx h1, 2 et 3) (B) et de la Grx1 (C). Un contrôle 
positif a été réalisé par l’injection de volumes d’eau distillée, équivalents à ceux des SiADN. Les 
contrôles négatifs correspondent aux plantules non injectées. 
 
Il s’agit d’une très légère inhibition pendant les premières 48h qui suivent les 
injections (Figure  44A et B), avant que cette expression ne retrouve son niveau des 
échantillons témoins. Les anticorps antiTrx h2PS ont été utilisés, car ils reconnaissent d’une 
manière spécifique les protéines recombinantes des Trx h1, h2 et h3 (Figure  22). 
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2.1 Analyse phénotypique 
Les plantules du blé (cv Soissons) retenues dans l’expérimentation ont été choisies 
sur la base de leur homogénéité phénotypique. Les essais (geADN, siADN) et les témoins 
(H20) sont traités et le développement des plantules a été suivi au-delà de 96h. D’une manière 
générale, on observe que les essais ont un développement normal comparé aux témoins, mais 
leur croissance est un peu plus lente. La croissance, évaluée sur la base de celle de la première 
feuille, est d’autant plus lente qu’on est proche de t=0 de l’injection. On note par exemple 
qu’une interférence par geADN de la Trx h1 génère une différence de 2-3cm entre le témoin 
et l’essai 72h après traitement (Figure  45). Le traitement par siADN a un effet plus inhibiteur 
de la croissance que celui par geADN. Après 96h et lors d’une injection de 5µl, qui est celle 
qui a été retenue lors de la mise au point de la méthode, les plantules essais deviennent peu à 
peu indiscernable par rapport aux témoins. 
 
 
Si après 96h, on transfère les deux types de plantules dans un phytotron dans les 
mêmes conditions, mais avec un gradient de température jour/nuit de 37°/28°C, on constate 
que les plantules des essais ont un phénotype pâle par rapport aux témoins. Cela signifie que 
les effets de l’inhibition sont encore perceptibles après 96h. Cependant, les plantules 
retrouvent rapidement le phénotype des témoins. Les observations montrent également que le 
phénotype des plantules varie en fonction de la nature et de la dose des solutions 
d’interférence.  
Figure  45 : Différence de développement entre témoin ()   essai () 72h après traitement 
par geADN de Trx h1. B. détails de la différence de croissance de la première feuille. 
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Ces résultats préliminaires montrent que les méthodes d’inhibition par geADN et 
siADN des Trxs h et de la Grx, comme utilisées dans cette étude, sont capables d’affecter 
d’une manière limitée le développement de la plantule. En outre, elles suggèrent un lien direct 
ou indirect entre l’expression de ces gènes et l’intégrité de l’appareil foliaire mise en évidence 
par le stress thermique, et dans une certaine mesure, la dose d’interférant ou l’interférence 
multiple. 
3 Discussions  
Les résultats préliminaires obtenus grâce à ces expériences ont un effet sur les 
plantules causé par l’interférence ADN. Cependant, la méthode développée nécessite une 
étude plus approfondie. L’injection des siADN et des geADN montre une extinction de 
l’ensemble des gènes de rédoxines étudiées (thiorédoxines h et glutarédoxine). Cela rend 
difficile l’interprétation des résultats en particulier quant à la spécificité des interférant vis-à-
vis de leur cible. Il semble que l’ADN interférant reconnait une multitude d’ARNm. Ainsi, 
pour confirmer ces résultats et valider la méthode mise en place, l’injection contrôle d’ADN 
(« si » ou « ge ») ciblant un gène absent du génôme de l’organisme étudié (i.e. gène codant la 
Green Fluorescent Protein) semble indispensable. Malgré ce manque, une interprétation de 
ces résultats préliminaires peut être réalisée. On observe ainsi, une plus grande efficacité des 
siADN par rapport aux geADN à inhiber l’expression des gènes cibles. 
Dans les conditions de cette expérimentation, en dépit du choix des séquences utilisées 
pour générer les phénomènes d’interférences, il est difficile d’inhiber un gène unique dans les 
conditions utilisées. Ceci peut être dû à la proximité des séquences des isoformes. En 
retournant l’argument, cette technique offre donc la possibilité d’inhiber une famille génique 
telle que les Trx ou les Grx à l’aide d’un unique siADN.  
Au contraire de l’effet de l’inhibition des transcrits des rédoxines par les siADN, 
l’inhibition de l’expression des protéines n’est pas aussi importante que les gènes des 
rédoxines étudiés. Le maintien de l’expression des protéines, peut être expliqué par le turn-
over plus lent des protéines, ou encore que d’autres isoformes de Trxs h compensent la 
synthèse des protéines des Trxs h. Il faut signaler que l’anticorps anti-Trx h2PS, ne révèle la 
présence que d’une seule bande de Trx h dont les gènes sont inhibés. Ce qui rend difficile le 
suivi de l’expression de chaque protéine. Ainsi, le suivi de l’expression des protéines 
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nécessiterait certainement, l’utilisation des anticorps spécifiques pour chaque protéine de Trxs 
h. 
Cette étude avait également pour objectif de répondre à la question de la possibilité de 
mettre en évidence un effet phénotypique de l’inhibition de Trxs h par interférence. En effet, 
des travaux similaires entrepris sur Arabidopsis ont montré qu’apparemment, l’inhibition 
sélective de Trx h n’avait aucun effet phénotypique (Yves Meyer, communications 
personnelles). Cette absence d’effet pouvait être interprétée par une réaction de compensation 
due au nombre d’isoformes de la Trx h chez Arabidopsis. Concernant le blé, et les céréales en 
général, une surexpression de Trx h au niveau du grain chez l’orge (Wong et al., 2004) ou une 
inhibition par la technologie anti-sens de la Trx h chez le blé (Guo et al., 2007) avait des 
effets  mesurables sur la germination et la taille des agrégats protéiques. Ce qui montre que la 
modulation de l’expression des Trxs h au niveau du grain est mesurable en termes 
physiologiques. Dans ces travaux, nous montrons que l’inhibition de Trx h ou de Grx induit 
un retard très limité dans le développement.  
Elle se traduit en outre par une vulnérabilité au stress oxydatif généré par un stress 
thermique. Les Trxs h et les Grxs en particulier sont connues dans le maintient de l’état redox 
intracellulaire, et leur potentiel comme facilitatrices et régulatrices de la conformation de 
protéines et d’activité chaperonne (Berndt et al., 2008). Il ne serait pas étonnant que 
l’inhibition de ces censeurs de l’état redox cellulaire ait des conséquences sur le métabolisme 
en général.  
La première donnée de ces résultats préliminaires, et si ce résultat sera confirmé lors 
de l’utilisation de contrôles extrernes, est l’impact de l’inhibition de la Grx sur celle des Trxs 
h. Les Grxs cytosoliques réduit les protéines glutathionylées et interviennent dans le maintient 
du statut redox des protéines pendant un stress oxydatif. Une étude récente montre qu’une 
inhibition de la Grx1 aggrave le disfonctionnement mitochondrial dans un modèle animal de 
maladie neurodégénérative, telle que la maladie de Parkinson. La Grx1 intervient donc dans le 
maintient de l’intégrité de la membrane externe de la mitochondrie. (Saeed et al., 2008). Des 
fonctions similaires peuvent être évoquées dans le présent cas. On connaît également un cas 
où la Trx h est réduite par le système GSH/Grx (Gelhaye et al., 2003). Les résultats suggèrent 
une évidente dépendance des Trx h étudiées par rapport à la Grx, par conséquent les cas de 
réduction de la Trx h par la Grx/GSH doit être plus répandue qu’on ne le croit. 
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L’inhibition observée avec les gènes montre que ce système est fonctionnel. 
L’inhibition observée par le biais de geADN suggère que le double brin ADN est susceptible 
d’être reconnu par l’équivalent de la RNase  Dicer (Montrichard et al., 2003, Nowak et al., 
2009), enzyme très conservée chez les champignons, plantes, mammifères, nématodes et 
insectes (Serrato et al., 2001). Il doit être ensuite découpé en petits siADN, et ceux-ci sont 
enfin incorporés sous forme simple brin dans le complexe ribonucléoprotéique dénommé 
RISC (RNA-induced silencing complex) où ils servent de guide pour la reconnaissance de la 
cible (Hammond et al., 2000). L’action des siADN est beaucoup plus marquée que celle des 
geADN et mériterait d’être comparé à celle des siARN pour évaluer leur différence.  
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Conclusion et perspectives 
Dans cette étude, en nous basant sur les données de la littérature, nous avons mis au 
point une méthode simple à mettre en œuvre et efficace pour inhiber l’expression des gènes 
ciblés (Trx h1, h2, h3 et Grx) par interférence ADN. Ceci est réalisé après injection soit du 
gène entier soit des petits fragments d’ADN double brin d’une vingtaine de paire de bases sur 
le modèle des siARN.  L’inhibition de l’expression des gènes, à un effet sur le développement 
des plantules. Cet effet reste limité dans le temps, puisque les plantules retrouvent rapidement 
un développement identique aux plantules témoins.  
Les résultats obtenus sont encourageants, mais pour valider définitivement ces 
résultats et donc la méthode développée, d’autres travaux sont nécessaires. D’abord, une 
répétition de l’expérience en suivant l’expression d’autres gènes que les rédoxines pour 
s’assurer que les siADN et/ou les geADN ciblent bien l’ARNm du gène en question. Cela 
permettrait de confirmer ou d’affirmer les interactions observées entre les isoformes de Trx h 
et entre les Trxs h et la Grx. Toujours dans le cadre de vérifier l’efficacité de cette méthode 
dans l’inhibition de l’expression des gènes, une analyse northern blot des petites ARN doit 
être réalisée. Cela permettrait de confirmer les résultats obtenus par qRT-PCR. Pour analyser 
le rôle de la Grx sur l’expression des Trxs h, il faudrait faire une inhibition de la thiorédoxine 
réductase (NTR), enzyme qui réduit donc la Trx h, de manière à évaluer sa contribution réelle 
dans l’activation de sa cible. Des travaux récentes ont montré que les voies de NTR/Trx h et 
GSH/Grx sont redondantes (Bashandy et al., 2010). Un travail plus fondamental est également 
à faire pour comprendre au niveau moléculaire, la prise en charge des siADN par les enzymes 
de type Dicer et le complexe RISC, même si derniérement, il a été montré que des fragments 
d’ADN sont reconnus par le DICER (Nowak et al., 2009).  
Suite à la mise en place d’une méthode simple et efficace pour la transformation du 
blé par Agrobacterium, Il serait peut être plus judicieux d’utiliser cette méthode pour réaliser 
l’inhibition de l’expression des gènes de rédoxines et cela par interférence ARN (ARNi). 
Sachant que cette méthode utilise des plantules pour réaliser la transformation. Toujours dans 
le cadre de la modulation de l’expression des gènes, La modulation par surexpression de ces 
rédoxines serait un moyen pour améliorer la résistance des plantes aux conditions 
environnementales et d’une manière générale contre le stress oxydatif. 
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Les techniques de transformations des plantes utilisent principalement des souches 
Agrobacterium (Agrobacterium tumefaciens), elle constitue une méthode naturelle et optimale 
dans l’intégration des gènes d’intérêt dans le génome des plantes. Mais il existe un grand 
nombre d’approches pour le transfert de gènes dans les cellules végétales. La technique de 
bombardement grâce à des particules est aussi utilisée, il s’agit d’une méthode directe de 
transfert de gènes. Cette méthode a été beaucoup utilisée au tout début des essais de 
production des plantes transgéniques.  
La transformation des monocotylédones via Agrobacterium n’a été possible que 
récemment. Hiei et al., 1994, ont produit des plantes transgéniques du riz par Agrobacterium, 
avec une transformation stable et efficace sur trois générations (R0, R1 et R2). Ce travail a 
représenté une percée dans les biotechnologies des céréales, permettant ainsi d’utiliser 
Agrobacterium dans la transformation des céréales comme le maïs, le blé et l’orge (Shrawat et 
Lorz, 2006; Goedeke et al., 2007). 
Aujourd’hui, les deux méthodes peuvent être utilisées pour produire des plantes 
transgéniques avec des caractéristiques agronomiques importantes. La technique de 
bombardement par des particules, permet de développer différentes stratégies de 
transformation et une large gamme d’expression de gènes. Néanmoins Agrobacterium reste la 
meilleure méthode pour obtenir des plantes transgéniques, avec un faible nombre de copies et 
une transformation stable au  cours des générations. Malgré les améliorations pour rendre les 
espèces de céréales facilement transformables génétiquement, les protocoles de 
transformations restent fastidieux. La méthode utilisée actuellement, nécessite un protocole 
difficile à mettre en place, pour produire des plantes transformées (Shrawat et Lorz, 2006).  
Actuellement, les techniques de transformation des céréales font l’objet de 
nombreuses recherches. Parmi lesquelles, le développement des vecteurs binaires polyvalent 
(Hammelbach et al., 2007), l’utilisation de nouveaux tissus ou explants, ou encore l’utilisation 
des éléments régulateurs (Cis-element) au niveau du promoteur, pendant la construction des 
vecteurs, pour suivre l’expression du gène d’intérêt (Barajas-Lopez et al., 2007). La méthode 
mise en place dans ce travail, s’inscrit dans ce sens pour simplifier la transformation 
génétique des céréales. L’objectif de la mise en place d’une telle méthode est de surexprimer 
la Trx h1, pour mesurer son implication dans la gestion du stress oxydatif. 
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Conclusion et perspective 
Les méthodes de transformations de certaines plantes par Agrobacterium comme 
Arabidopsis thaliana est actuellement sous control. Cependant la transformation et 
l’amélioration des autres plantes, et particulièrement les céréales restent difficiles. Ainsi  la 
mise en place d’une méthode de transformation adaptée aux plantes récalcitrantes, est 
nécessaire pour comprendre le fonctionnement des gènes et des protéines, et par conséquent 
l’amélioration des plantes. L’établissement de systèmes de transformations génétiques fiables 
pour les céréales, est d’une grande importance pour l’introduction de caractères 
phénotypiques comme la valeur nutritive, la résistance aux conditions environnementales. 
En comparant la méthode décrite dans la littérature par Sahrawat et Lorz, 2006, Le 
développement de cette méthode smilplifiée, a permis de réduire le nombre d’étapes et de 
cultures cellulaires, ainsi que le temps nécessaire pour régénérer des plantes transgéniques.  
Les graines de plantes constituent le moyen traditionnel de conservation des 
céréales, et de préserver leur capacités à la germination. Ainsi cette méthode basée sur 
l’utilisation directe des graines pour produire des plantes transgéniques, évite de passer par 
des étapes de cultures in vitro. La mise en place de cette méthode, a permis l’obtention de 
plantes transformées, avec une expression stable dans la génération T1 pour le blé. Les 
fréquences de transformations sont identiques à celles obtenues avec les autres méthodes, 
pour le blé et le maïs, mais elles sont plus élevées pour le sorgho (Nguyen et al., 2008). Un 
autre résultat très important de cette méthode rejoint celui déjà obtenu avec la méthode 
traditionnelle de transformation des plantes par Agrobacterium, il concerne le nombre de 
copie introduit après transformation. En moyenne une copie de gène d’intérêt a été introduite 
dans le génome de la plante. Ce qui évite des effets mutationnels dans les générations 
suivantes (Jones et al., 2005). 
De façon générale, Cette méthode mise en place, pourra être utilisée dans la 
transformation de toutes les céréales, voir même élargie pour les autres plantes, et 
particulièrement les plantes récalcitrantes à la transformation. Elle permettra par exemple 
chez le sorgho d’éviter la production de pigments et antioxydants, qui rendent difficile la 
transformation de cette plante in vitro (Hagio et al., 2002; jeoung et al., 2004; Gao et al., 
2005;Nguyenetal.,2008).
 
Discussion générale 
 
171  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Partie v 
Discussion générale 
 
 
 
 
 
Discussion générale 
 
172  
 
Grâce à leur implication dans des différents processus biologiques et physiologiques, 
les rédoxines constituent des marqueurs intéressants pour aborder la qualité germinative des 
céréales. Depuis une trentaine d’année, les thiorédoxines ont été les principales rédoxines 
étudiées, mais les études des glutarédoxines et des peroxyrédoxines ont beaucoup progressé 
dernièrement. Ainsi plusieurs isoformes de ces rédoxines, et leurs protéines cibles ont été 
identifiées. Ces découvertes ont permis de montrer des implications multiples des Trxs, des 
Grxs et des Prxs dans diverses voies métaboliques de la plante.  
Les plantes contiennent de multiples isoformes de Trxs h.  La taille du génome du 
blé tendre est le principal frein à son séquençage, ce qui peut expliquer la relative 
méconnaissance des systèmes rédoxines de cette plante.  Néanmoins, un certains nombres de 
gènes ont été isolés et étudiés chez le blé (Gautier et al., 1998; Serrato et al., 2001; Serrato et 
al., 2002; Cazalis et al., 2006), alors que chez d’autres plantes comme Arabidopsis thaliana, 
huits gènes codant pour des Trxs h (Meyer et al., 2002, 2005) et trois isoformes NTR (Serrato 
et al., 2004; Reichheld et al., 2005), et au moins neuf systèmes Trxs h ont été caractérisés 
dans le riz (Oryza Sativa). En outre, l’analyse des données EST du blé montre l’existence  
d’autres isoformes en fonction du cultivar. 
Ainsi notre étude s’est focalisée dans un premier temps sur l’identification de 
nouveaux isoformes de rédoxines comportant une information additionnelle par rapport aux 
gènes déjà identifié chez Soissons, le cultivar modèle utilisé au laboratoire d’agrophysiologie.  
Le criblage des banques EST a permis de retenir une nouvelle isoforme de Trx h, nommée h4. 
Cependant, pour les Grxs et les Prxs, le criblage n’a pas permis d’isoler de nouvelles 
isoformes. Il serait peut être plus judicieux d’utiliser des séquences de références d’autres 
groupes pour les Grxs par exemple pour effectuer le criblage. Présentant des propriétés 
différentes par rapport à celles des autres Trxs h du système modèle, la Trx h4 a été intégrée 
dans le système modèle et cela a permis de l’enrichir. En effet l’exploitation des propriétés 
d’un grand nombre de Trxs h serait déterminante dans la compréhension de leurs fonctions de 
leurs implications dans des voies métaboliques que ce soit lié à la qualité germinative, ou la 
qualité technologique. 
Les analyses bioinformatiques ont prédit tout d’abord des informations importantes 
sur les propriétés des différentes Trxs h identifiées. Elles ont montré des différences de 
structures et principalement la prédiction du comportement de ces isoformes vis-à-vis des 
molécules de leur milieu et donc les molécules cibles dans la plante.  
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Les Trxs h sont connues pour être des agents de transduction d’information et en 
particulier de pouvoir réducteur entre les différents organes de la plante. Elles ont souvent été 
liées à la remobilisation des protéines de réserve dans les semences (Jiao et al., 1993; Lozano 
et al., 1993). Lors de la germination, les protéines de réserve sont réduites ce qui permet de 
faciliter leur mobilisation, nécessaire à la nutrition de l’embryon. Les Trxs h sont aussi 
impliquées dans  l’inactivation des inhibiteurs des amylases  et dans l’activation d’une 
protéase spécifique : la thiocalsine. L’ensemble de ces mécanismes permet de faciliter la 
mobilisation d’azote et de carbone dans l’endosperme (Marx et al., 2003; Yano et al., 2001). 
 L’étude des interactions de ces Trxs h avec les protéines de réserve de blé, a été 
effectuée pour discriminer les Trxs h sur la base de leur  pouvoir réducteur vis-à-vis des cibles 
que sont les gliadines et les gluténines, responsables respectivement de la viscosité et 
l’élasticité de la pâte de farine. L’étude a mis en évidence non seulement des différences au 
niveau de l’interaction réductrice avec les cibles mais aussi une activité oxydante.  
Les protéines de la fraction gliadique contiennent des protéines de différentes 
masses moléculaires (30 à 50 kDa) correspondants au  α, β, γ gliadines, dans lesquelles il y a 
très peu de résidus libres de cystéines. Les interactions de ces protéines avec les différentes 
Trxs h, induit la réduction des ponts disulfures, comme démontré auparavant dans les travaux 
de Kobrehel et al., 1992. L’activité réductase de ces Trxs h peut être classé dans l’ordre 
croissant suivant Trx h4 < Trx h3 < Trx h2 < Trx h1. La Trx h1 présente une activité 
réductrice plus élevée par rapport aux autres Trxs h du blé (Cazalis et al., 2006; Zahid et al., 
2009p). Cette activité réductrice rend la Trx h1 importante, et l’exploitation de cette fonction 
serait un moyen pour évaluer son effet sur les qualités germinative et technologique. Ces 
résultats confirment les aptitudes des Trxs h à réduire les protéines de l’endosperme du blé.  
L’interaction de la Trx h1  avec les protéines des fractions gliadiques et gluténiques 
induit un autre phénomène. Il s’agit de la formation de polymères protéiques de hauts poids 
moléculaires. Les analyses par western blot ont confirmé l’association de la Trx h1 avec ces 
polymères de haut poids moléculaires. Cette nouvelle fonction a été attribuée à la présence de 
la cystéine (Cys11) en amont du site actif, et permet de distinguer des polymères qui se 
seraient formés de manière stochastique, suite à la réduction de ponts disulfures. Ce travail 
souligne ainsi l’ambivalence potentielle des Trxs h, et en particulier, celle de la Trx h1 mise 
en évidence dans cette étude.   
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La réduction des protéines de réserve par les Trxs h, favorise la diminution de 
l’allergénicité des aliments à base de gluten pour les personnes sensibles (Bucchanan et al., 
2000; Matsumato et al., 2007; Waga et al., 2008). Grâce à cette fonction, les Trxs h peuvent 
être utilisées pour produire des aliments hypo-allergènes. L’étude de l’effet réducteur des Trxs 
h sur les propriétés rhéologiques de la pâte, a permis une amélioration de la consistance de la 
pâte lors du pétrissage, en favorisant une forte absorption de l’eau, et l’augmentation de la 
viscosité de la farine (Wong et al., 1997; Waga et al., 2008), cette caractéristique résulte de la 
spécificité des Trxs h vis-à-vis des protéines de réserve du blé. La présence de molécules 
comme le glutathion  et le dithioreitol (DTT), n’a pas d’effet similaire à celui des Trxs h sur la 
qualité de la pâte. D’autres travaux, montrent que l’addition de Trxs h à la farine de céréales 
comme le riz et le sorgho, conduit à la formation d’une matrice de pâte limitée et un début de 
pain relevé (Buchanan et al., 2000). 
Ces données ouvrent des perspectives technologiques pour la modulation de 
polymères protéiques responsable de la qualité technologique, et les problèmes d’allergénicité 
de la farine du blé. Le développement des plantes transgéniques peut être une alternative 
sérieuse pour répondre à la demande de l’industrie agroalimentaire. 
Cependant, le résultat obtenu avec la Trx h1 en formant des polymères après 
interaction avec les protéines du gluten, peut poser le problème inverse en favorisant le 
développement des propriétés allergènes des aliments. Un équilibre doit être donc trouvé lors 
de la modulation des gènes de la Trx h1 dans des grains de blé, car il peut y avoir des effets 
antagonistes entre les deux qualités.  
La cœxistence de multiples isoformes de Trxs h est toujours énigmatique. Le 
problème est accentué par la méconnaissance des rôles de chaque isoformes dans le réseau 
redox du cytosol, du réticulum endoplasmique ou de la mitochondrie. Ces données accentuent 
la nécessité de caractériser individuellement les isoformes de Trxs h sur la base de leurs 
localisations in vivo, des résidus chargés et hydrophobes, déterminants dans les propriétés 
d’interactions avec les protéines. 
L’étude entreprise dans ce travail, a confirmé également l’implication des Trxs h, de 
la Grx et de la 1-Cys-Prx dans la protection contre le stress oxydatif. Les 1-Cys-Prx étant 
spécifique du grain, elles s’expriment pendant les premières phases de germination, après 
imbibition. En présence de la laminarine (un éliciteur), cette expression devient plus sensible 
dès le début de la germination par rapport aux conditions témoins. Ce résultat, confirme le 
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rôle des 1-Cys-Prxs dans la protection contre le stress, et le rôle de la laminarine dans la 
stimulation des fonctions de défenses des plantes. L’expression de ces protéines dès le début 
de la germination, est liée à leur accumulation pendant la phase de maturation, où elles sont 
impliquées également dans la protection contre le stress oxydatif lors de, la dessiccation. 
D’autres travaux auparavant ont montré que les 1-Cys-Prx sont impliquées dans la protection 
contre les ROS liés au stress oxydatif (Haslekas et al., 2003; Stacy et al., 1996). De même, la 
surexpresion de 1-Cys-Prx dans des plantes de tabac, favorise la résistance au stress oxydatif, 
évitant le développement de lésions nécrotiques. Dans les promoteurs de la 1-Cys-Prx de 
l’orge et d’Arabidopsis thaliana (AtPer 1), des éléments responsables des réponses au stress 
oxydatif ont été identifiés (Haslekas et al., 1998; Aalen, 1999).  
Les éléments du système antioxydant et particulièrement la catalase, sont connus par 
leur implication contre le stress oxydatif (Kim et al. 2005; Khosravinejad et al 2008). En 
outre, la catalase constitue une enzyme majeure dans la détoxification du peroxyde 
d’hydrogène. Cependant en présence d’une faible concentration de laminarine, l’activité de 
cette enzyme ne diffèr de celles du témoin que tardivement pendant la germination. 
Contrairement à la 1-Cys-Prx, la CAT est moins sensible aux conditions crées par la 
laminarine, durant les premières étapes de la germination, et particulièrement après 
imbibition. Ainsi, nous avons mis en évidence les propriétés de la laminarine dans la 
stimulation des moyens de défense des plantes, et particulièrement l’expression de la 1-Cys-
Prx.  
Quelques études ont supposées l’implication de la 1-Cys-Prx dans le maintien de la 
dormance (Gold-mark et al., 1992; Stacy et al., 1996; Haslekas et al., 1998), mais les travaux 
de Haslekas et al., 2003 ont plutôt confirmé l’importance de la 1-Cys-Prx dans la protection 
contre le stress oxydatif. En se basant sur cette étude, la 1-Cys-Prx peut être considéré comme 
un indicateur de l’état redox du grain lors de la germination. 
Chez les mammifères, les isoformes des Prxs sont localisés dans le cytosol, le noyau 
et la mitochondrie (Wood et al., 2003). Alors que chez les plantes, des séquences de peptide 
signal NLS ont été identifiées à l’extrémité C-terminale (Stacy et al., 1999; Mowla et al., 
2002), ainsi ces Prxs sont principalement localisées dans le noyau des embryons en 
développement et dans les cellules aleurones (Pulido et al., 2009). 
La mise en évidence de l’implication des Trxs h dans la protection contre le stress 
simulé par la laminarine a été également étudiée. L’analyse par western blot de l’expression 
Discussion générale 
 
176  
 
des Trxs h en présence de la laminarine, montre la présence de trois isoformes de Trxs h. 
Malgré leur implication contre le stress oxydatif, les Trxs h ne montrent pas un profile 
d’expression différent par rapport au témoin. L’effet du stress n’est visible qu’à 72h après le 
début de la germination, par la persistance de l’expression des trois isoformes. Il a été montré 
que les conditions environnementales ou les stress abiotiques, ont un faible effet sur 
l’expression des Trxs h durant les premières phases de germination, à l’exception de la couche 
aleurone (Cazalis et al., 2006). D’autres études ont montré l’expression des Trxs h dans des 
conditions de stress, par une forte accumulation des ces dernières dans les tissus vasculaires et 
dans le noyau de cellules souffrant de stress oxydatif (Serrato et al., 2001; Serrato et Cejudo, 
2003). 
Le couple formé de la 1-Cys-Prx et des Trxs h constitue un moyen de défense pour 
les grains principalement en phases de germination et/ou de dessiccation. Des études ont 
décrit que les Trxs h sont responsables de l’activation des Prxs (Wong et al., 2003). 
Cependant aucun mécanisme défini d’activation de cette enzyme n’a pas été décrit auparavant 
dans le grain. Les protéines de Trxs h ainsi que leur système de réduction NTR  sont très 
abondants dans les grains des monocotylédones (Guatier et al., 1998; Serrato et al., 2001, 
2003; Cazalis et al., 2006; Shahpiri et al., 2008) et des dicotylédones (Alkhalfaoui et al., 
2007). Le système NTR/Trx h joue différents rôles principalement, la mobilisation des 
protéines de réserve, et l’implication dans la protection contre le stress oxydatif. Ces données 
suggèrent l’association de la 1-Cys-Prx et du système NTR/Trx h aux réponses antioxydantes. 
Récemment des études ont pu montrer l’implication du système NTR/Trx h dans 
l’activation des 1-Cys-Prx dans des conditions de stress (Pulido et al., 2009). Des analyses par 
immuno-localisation révèlent la présence du système NTR dans le noyau des graines, de 
même que par des analyses par western blot (Pulido et al., 2009). Toujours dans le même 
travail, il a été montré la co-localisation de la 1-Cys-Prx et le système NTR/Trx h dans le 
noyau des grains de blé. 
Contrairement aux 1-Cys-Prxs qui contiennent une extrémité NLS permettant à ces 
dernières de passer dans le noyau, ce motif est absent dans le système NTR/Trx h. Mais grâce 
a leur faibles poids moléculaires, de l’ordre de 40 kDa, ces protéines peuvent passer dans le 
noyau par une diffusion passive (Lange et al., 2007). La localisation nucléaire de la 1-Cys-
Prx, ainsi que son rôle dans la protection ont été établi (Stacy et al., 1996; Pulido et al., 2009). 
La présence du système NTR/Trx h dans le noyau suggère le rôle de ce dernier dans 
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l’activation de la 1-Cys-Prx. Il se trouve que cette activité dépend principalement du NTR et 
du NADPH et pas de la Trx h (Pulido et al., 2009). Cette nouvelle activité du NTR dans la 
réduction des 1-Cys-Prxs permet aux graines de plantes d’avoir une activité antioxydante, 
activité qui peut avoir des fonctions physiologiques. Le noyau constitue aussi la source de 
production d’hydrogène de peroxyde (Ashtamker et al., 2007), ainsi par le contrôle du niveau 
de ce dernier, le système NTR/NADPH/1-Cys-Prx, contrôle l’état redox des protéines 
nucléaires, nécessaire à l’expression des gènes, tel que les facteurs de transcription soumis à 
des régulation redox. Ce système semble présent dans les cellules humaines, où le système 
NTR est impliqué dans la régulation des facteurs de transcription en réponse au stress 
oxydatif (Smart et al., 2004). 
Les données de la littérature, montrent le rôle du système NTR/NADPH et de la 1-
Cys-Prx dans la protection contre le stress oxydatif (Pulido et al., 2009). Le stress oxydatif est 
lié à une forte production des ROS, et ces dernières sont connues depuis longtemps pour leur 
importance dans la réponse des plantes aux contraintes environnementales. Les symptômes 
observés en situation de stress sont la conséquence d’une forte accumulation de radicaux 
libres oxygénés et d’une altération de l’homéostasie cellulaire. Les ROS sont produites 
pendant un métabolisme normal de la plante, mais l’augmentation de leur concentration 
intracellulaire est souvent synonyme de stress.  
Cependant, malgré leur nature extrêmement réactive, les ROS ne sont pas 
uniquement impliquées dans des réponses délétères chez les végétaux. De nombreuses études 
ont montré que les ROS peuvent aussi intervenir dans les signalisations responsables de 
l’induction et de la régulation de nombreux gènes de défenses (protéines chaperonnes, heat 
Shock Proteins; enzymes antioxydantes, ascorbate peroxydase (PAX), glutatione-S-
transferase  (GST); gènes liés à la pathogénèse (PR) (Larkindale et al., 2005; Zago et al., 
2006). Les ROS sont désormais aussi considérées comme agents régulateurs de la mort 
cellulaire programmée (PCD) chez les plantes (Dat et al., 2003; Van Breusegem et al., 2006). 
Ce processus de mort cellulaire, actif et contrôlé génétiquement, se retrouve tout au long de la 
vie des plantes. En effet différents types cellulaires ou organes sont éliminés, au moment 
approprié, au profil de l’organisme et de la population, ils constituent des modèles de la PCD 
végétale. Au cours du développement, la PCD est impliquée dans de nombreux phénomènes 
comme la germination (couche aleurone), la différentiation des vaisseaux conducteurs de la 
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sève brute et élaborée, la croissance (coiffe racinaire), la reproduction (tube pollinique), ou 
bien encore la sénescence (feuille). 
Pour faire face aux concentrations élevées de ROS et donc au stress oxydatif, une 
surexpression de la Trx h1 et/ ou la 1-Cys-Prx serait un moyen pour augmenter la résistance 
aux effets négatifs des ROS. Pour mettre en évidence l’implication des rédoxines dans la 
protection contre le stress, la modulation de l’expression des gènes de ces dernières a été 
entreprise, principalement par l’inhibition de l’expression des gènes. Dans notre étude, nous 
montrons que l’inhibition de Trx h et/ou de Grx induit un effet limité dans le développement 
des plantules. Cette inhibition se traduit par une vulnérabilité au stress oxydatif généré par le 
stress thermique. Chez Arabidopsis thaliana, des travaux identiques ont montré qu’une 
inhibition sélective de Trx h n’avait aucun effet phénotypique (Yves Meyer, communications 
personnelles), ce résultat peut être expliqué par des réactions de compensation due au nombre 
d’isoformes de la Trx h. D’autres travaux (Voinnet et al., 1998; Palauqui et al., 1999; 
Rutherford., 2004), ont montré qu’après interférence ADN, le phénotype est moins marqué 
qu’après une interférence RNAi. 
Même si des contrôles externes manquent dans cette étude concernant l’effet de 
l’inhibition sur l’expression des gènes, le suivi de l’expression des gènes après inhibition par 
chaque isoforme de Trx h ou de la Grx, montre un effet sur l’expression des autres isoformes. 
Cet effet peut être expliqué par les similarités entre les séquences des isoformes de Trxs h 
étudiées. Les effets se voient aussi par l’inhibition des Trxs h par les Grxs, ce résultat est 
rarement démontré dans la littérature. Cependant, l’activation des Trxs h par des Grx à été 
montré dans quelques travaux (Gelhaye et al., 2003; Reichheld et al., 2007). 
Toujours dans le but de comprendre et d’évaluer l’implication des Trxs h en particulier 
et les autres rédoxines en général dans la protection contre le stress. Nous avons voulu 
surexprimer les isoformes de la Trx h1 pour ces diverses propriétés. Ainsi, dans un premier 
temps, nous avons commencé par mettre en place une méthode simple et efficace pour rendre 
la transformation des céréales par Agrobacterium tuméfaciens plus accessible. Les résultats 
obtenus avec cette méthode sont encourageants et constituent une première base dans la 
simplification de la transformation génétique des céréales. Néanmoins cette méthode reste 
empirique, nécessitant d’avantage de mise en point et d’optimisation. Faute de temps, nous 
n’avons pas surexprimé la Trx h1 afin de mesurer son importance principalement dans la 
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gestion de stress et dans un deuxième temps les effets sur la qualité technologique du grain de 
blé. 
La modulation de l’expression des Trxs par surexpression ou par inhibition a fait 
l’objet de quelques études qui permet de confirmer ou d’affirmer l’importance de ces 
marqueurs dans des processus comme la germination et/ou la formation des agrégats 
protéiques. Il a été montré que la surexpression des Trxs h par la production de plantes 
transgéniques de l’orge favorise la germination (Wong et al., 2002), cependant une inhibition 
par la technologie anti-sens des Trxs h dans des plantes de blé retarde ce processus et 
provoque des effets mesurables sur la taille des agrégats (Guo et al., 2007).  
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Dans cette étude, nous avons caractérisé une nouvelle Trx h, la Trx h4. Elle a été 
intégrée dans notre système modèle. Une étude individuelle de chaque isoforme, permettra de 
comprendre d’avantage la physiologie des semences du blé. Les autres isoformes de Trxs h, 
de Grxs et de Prxs isolées ne présentent pas de différences particulières par rapport aux 
isoformes de départ, dont les propriétés peuvent apporter des réponses dans la compréhension 
des processus métaboliques, et particulièrement les processus de germination. Les études des 
propriétés différentielles des Trxs h après interaction avec les protéines de réserve du blé et 
les protéines de l’endosperme du maïs, ont permis de confirmer l’activité  réductrice de ces 
dernières que ce soit avec l’insuline ou avec les protéines des fractions gliadiques et 
gluténiques, et la mise en évidence du pouvoir réducteur de la Trx h1. Le pourvoir réducteur 
de la Trx h1 contribuera certainement à une meilleure protection contre le stress oxydatif, par 
rapport aux autres isoformes. En outre, nous avons mis en évidence la propriété oxydante de 
la Trx h1.  
Même si l’effet est très limité au niveau phénotypique, nous avons montré le rôle des 
Trxs h et des Grxs dans le développement des plantules contre le stress oxydatif provoqué par 
un stress thermique. L’application de molécules comme la laminarine pendant les phases de 
germination, a permis de discriminer l’implication de chaque élément dans la protection 
contre le stress oxydatif. Se travail souligne l’importance de la 1-Cys-Prx dans la sensibilité 
aux conditions environnementales lors de la germination des grains de blé.  
Vu le pouvoir réucteur de la Trx h1, une surexpression de ette dérnière sous le contrôle 
du promoteur 35S CaMV (du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV)) dans la plante peut 
être envisagée, afin de mesurer le rôle de cette dernière dans la gestion du stress. Grâce à sa 
fonction oxydante, une surexpression spécifique de la Trx h1 dans l’endosperme en utilisant 
un promoteur d’HMW par exemple, serait intéressant à réaliser pour mettre en évidence in 
vivo la propriété de la Trx h1 dans les phénomènes de cross-linking et les éventuelles 
répercutions sur la qualité technologique. 
Vu son rôle dans la lutte contre les stress, il serait intéressant de surexprimer la 1-Cys-
Prx, et de suivre le développement de la plante depuis la germination jusqu’à la maturation. 
La surexpression de cette protéine ne posera pas de problème pour la qualité technologique, 
puisqu’elle n’interagit pas avec les protéines de réserve du blé comme le cas pour les Trxs h.  
Des travaux ont montré la présence des Trxs f et m dans les tissus non 
photosynthétique (Haberlin et al., 1995; Mestro-Ortega et Meyer, 1999; Pagano et al., 2000; 
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Collin et al., 2004). Récemment Balmer et al., 2006a, ont identifié un système ferredoxine-
Trx dans les amyloplastes de l’endosperme du blé, composé de ferredoxine, NADP 
ferredoxine réductase et ferredoxine-Trx réductase. En outre, des travaux récents prouvent la 
forte localisation des Trxs f et m dans les tissus non photosynthétique du petit pois (Pisum 
sativum L. cv Lincoln), dans les racines, le système vasculaire, la graine et le pollen (Baraja-
Lopez et al., 2007; Traverso et al., 2008). Dans les tissus hétérotrophes, les Trxs f et m 
pourraient être impliquées dans le contrôle redox des cellules en prolifération pendant la 
croissance cellulaire. Ces données ouvrent ainsi la possibilité à de nouveaux rôles des Trxs f 
et m, dans la protection contre le stress oxydatif. A cause du rôle central des amyloplastes 
dans l’endosperme, des analyses de fonctions spécifiques de ces Trxs dans les tissus du grain, 
contribuera certainement à une meilleure compréhension de la physiologie du grain. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Annexe1: Interaction of thioredoxin h with maize endosperm protein fractions 
 
183  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANNEXE 1: INTERACTION OF THIOREDOXINS H WITH MAIZE 
ENDOSPERM PROTEIN FRACTIONS 
ZAHID, A ET CAZALIS, R 
IN PLANTAS C4 Y CAM, ED. J. L. GONZALEZ REBOLLAR,  EDITORIAL: SERVICIO DE 
PUBLICACIONES DEL CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CSIC) CON LA 
COLABORACION DE LA FUNDACION. 
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ABSTRACT 
 
Biotechnologies have still much work to do on their side in the effort made to improve 
food quality. Trx are known to be small ubiquitous reductases, being able to modulate gluten 
rheological quality and to lower allergenicity of products deriving from cereals flour. This 
present report analyzes the interaction of three Trxh as well as E coli Trx on maize endosperm 
protein fractions. The data confirm the capacity of these proteins to reduce intra or / and 
intermolecular disulphides bridges, thus releasing free thiol groups which are identifiable by 
mBBr labelling. Trxh1 which has an additional cysteine in its N-terminal domain shows a 
great capacity to form high molecular weights protein network. There is thus a correlation 
between these proteins properties underlined in vitro and their interactions characteristics with 
target proteins.  Because these interactions can theoretically be done with any Trx, from 
chloroplast, animal, yeast, bacterial or whatever, this opens many possibilities to intervene on 
raw material in vivo or in planta to improve food quality and safety. 
 
Abbreviations: PMSF , phenylmethylsulfonyl chloride ;  mBBr, monobromobimane ; TCA, 
trichloroacetic acid ; DTT, dithiothreitol. 
 
Annexe1: Interaction of thioredoxin h with maize endosperm protein fractions 
 
185  
 
 
INTRODUCTION 
 
Food insecurity and malnutrition continue to be the major developmental challenge in 
the beginning of the 21st century. Nearly 200 million children younger than five years are 
undernourished for protein, leading to a number of health problems, including stunted growth, 
weakened resistance to infection and impaired intellectual development. In addition, 
malnutrition in the form of obesity is also increasing in several developing and developed 
countries.  Efforts to overcome poverty must take into account various factors as the food 
consumption habits, food nutritional status, cropping system practiced, public policies and 
countless other factors.  In spite of the significant advances made in genetic enhancement of 
crop plants for nutritional value, science and technology have to play a great role in the long-
term global strategy for the fight against malnutrition.  
Since the impact of cereal in worldwide nutrition, increases in the productivity of 
cereal grain crops have helped many developing countries achieve self-sufficiency in meeting 
the energy requirements. Maize (Zea mays L) is world’s one of the three most popular cereal 
crops for both livestock feed and human nutrition. With its high content of carbohydrates, 
fats, proteins, some of the important vitamins and minerals, maize is the main food of the 
lower-socio-economic populations and in some regions it represent more than 80% of daily 
food consumption.    
The maize kernel, like that of other cereal grains, includes pericarp (6%), endosperm 
(82%) and germ (12%)  (Watson, 1987). The main structural component of the endosperm is 
starch, a complex carbohydrate that constitutes on an average 71% of the grain and is a source 
of concentrated energy. Most of the protein in a mature maize kernel is contained in the 
endosperm and the germ, but the endosperm protein is low in quantity as well as quality. In 
contrast the germ protein is sufficiently superior in quantity and quality. In normal maize, 
proportions of various endosperm storage protein fractions, on an average, are: albumins 
(3%), globulins (3%), zeins (60%) and glutelins (34%)  ( Salamini and Soave 1982). Zeins are 
characterized by a high content of glutamine, leucine and proline and are devoid of lysine and 
tryptophan. Since zeins are the main protein in normal genotypes, they considerably dilute the 
contribution of these essential amino acids witch are in balanced content in the non-zeins 
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proteins. The need to ameliorate the nutrition value of cereal grains and maize ones in 
particular was well known (Osborne and Mendel, 1914) 
 
Serious efforts to improve the nutritional quality of maize endosperm protein began in the 
mid-60 and find a breaking point with the discovery of the biochemical effects of mutant 
alleles opaque-2 and floury-2 by the Purdue university researchers (Mertz et al., 1964; . 
Nelson et al., 1965), witch made grain protein in the endosperm nearly twice as nutritious as 
those found in normal maize.  A continuing search for identifying new and better mutants has 
been underway during the past several decades. In spite of the discovery of new mutants such 
as opaque–7, opaque-6, floury-3, mucronate and defective endosperm, none offered any 
additional advantage over opaque-2 in maize breeding program.  
Various strategies to improve quality protein maize were underway, but all them 
require long-term efforts to achieve lysine levels matching the specific mutants which give a 
big boost in lysine content. One of the approaches exploits double mutant combination; other 
is based on the use of two genetic systems involving opaque-2 gene and the genetic modifiers 
of the opaque-2 locus (Vassal, 2000; Prasanna et al., 2001), and has been quite successful. 
Genetic modification involving artificial altering of the genetic material of a species 
was one the alternative strategies developed in the 80. Crops have been engineered to confer 
various benefits, such as increased yield and pest and weed resistance, resulting in reduced 
reliance on pesticides and herbicides, enhanced taste, drought resistance and aesthetic appeal, 
improved nutritive value, and longer shelf life (Falk et al., 2002).  In this area, different 
transgenic cereals with elevated thioredoxin h (Trxh) levels in seeds were obtained showing 
value-added traits (Cho et al, 2007). Among these transgenic plants, wheat seed products 
appear less allergenic and more digestible whereas in barley seed, the appearance of alpha-
amylase is accelerated and its abundance and activity are increased. In se same way, an 
advance of germination rate is observed with barley seeds (Cho et al.1999;   Wong et al., 
2002).    
Plant Trxh is involved in a wide variety of biological functions and the presence of its 
multiple forms has also been reported in plant seeds (Bestermann et al., 1983). Trxh belongs 
to the redoxins family of small (12-14 kD) thermostable proteins with catalytically active 
disulfide groups. This class of proteins has been found in virtually all organisms, and has been 
implicated in myriad biochemical pathways (Buchanan et al., 1994). The active site of Trx has 
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two redox-active cysteine residues in a highly conserved amino acid sequence; when 
oxidized, these cysteines form a disulfide bridge (-S--S-) that can be reduced to the sulfhydryl 
(-SH) level through a variety of specific reactions. In physiological systems, this reduction 
may be accomplished by reduced ferredoxin, NADPH, or other associated thioredoxin-
reducing agents.  
Because of the quality of the reduced form, the addition of Trx promotes the formation of a 
protein network that produces flour with enhanced baking quality. Furthermore, Kobrehel et 
al., (1994) have shown that the addition of Trx to flour of non-glutenous cereal such as rice, 
maize, and sorghum promotes the formation of a dough-like product.  
Although Trxh have a homogeneous conformation, the particular microstructures of 
each protein are able to modulate determining effects in protein-protein interactions. It is 
therefore possible to modulate either dough rheological qualities or to obtain more targeted 
effects within the framework of an overexpression of a specific Trx in the grain. In this 
present report, we analyze the behaviour of different Trx against protein fractions from maize 
endosperm. 
MATERIALS AND METHODS 
Protein extraction: 
 
Seed wheat Trxh were obtained as previously described (Cazalis et al, 2006). E. coli 
Trx was purchase from Promega. Maize (Zea mays L.) seeds from inbred line, FG89, were 
ground in a M20 mill (IKA-WERKE) to pass 0.5 mm sieve. An Osborne fractionation was 
performed on 200 mg meal. Each extraction step was carried out with 1 mL of solvent by 
mixing vigorously and placing the microfuge tubes on a rotator for 2h. Between each fraction, 
the remaining meal was washed with water and the supernatant disregarded. The F1 fraction 
was extracted with 50 mM Tris, pH 7.9, and 1mM PMSF (Sigma) buffer. F2 fraction was 
extracted with 70% (v/v) ethanol.  Centrifugations were all performed at 12 000 g for 5 min in 
a microcentrifuge and samples then stored at -20°C. Fraction F2 was concentrated at 4°C on 
Ultracel 5K centrifugal filter unit (Millipore) according manufacturer instructions. Protein 
concentrations were determined by the Bradford method (Bradford, 1976), with Bio-Rad 
reagent and BSA as a standard. 
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 Protein interaction 
Protein fractions were stepwise reduced with DTT (Lindsay and Skerrit, 1998). For the 
maize seed endosperm protein interaction with Trx, 1mM Trxh, previously reduced by 2 mM 
DTT was added to 60 µg protein extract and incubed at 30°C for 30 min. samples were then 
applied to the gels for electrophoresis in non-reducing condition.  In vitro protein mBBr 
labelling was carried out according Khobrehel et al (1992) with some adaptations. Protein 
interaction was performed as previously described. 400 nmol of mBBr was then added and the 
reaction was continued for another 15 min. 40 µl of a buffer (Tris 0.5M; pH 6.8; 4% SDS; 5 
mM 2-mercaptoethanol;  10% glycerol; 0.005% bromophenol blue) was added to stop the 
reaction and derivatize excess mBBr , and the reaction continued for another 30 min at room 
temperature. Samples were then directly applied to gel. Following electrophoresis, gels were 
placed in 12% (w/v) TCA and soaked for 1 hr. Gels were then transferred to a solution of 40% 
methanol and 10% acid acetic overnight to remove excess mBBr. Fluorescence was visualized 
under UV light (365 nm). Gels were then stained with coomassie brilliant blue R-250 in 40% 
methanol/10% acetic acid  for 2 h and destained overnight in the previous buffer without 
coomassie.  
RESULTS AND DISCUSSION 
Thioredoxins 
The Trxh used are characterized by different molecular mass (fig. 1A) due principally 
to the extension of the N-terminal domain of the protein. Trxh1, in addition to exibit a low 
molecular weight, is characterized by a supplementary cysteine residue ( Cys 11) in this 
domain upstream of the very typical active site WGGPC (Fig.1B). The presence of this 
additional cysteine residue was reported in Trxh from monocots as well as from dicots 
(Ishiwatari et al., 1995; Gelhaye et al., 2003; Maeda et al., 2003). About Trxh1, it was shown 
that Cys-11 residue was more implied in dimer formation events than in reductase activity 
(Cazalis et al, 2006). Trxh1 is also characterized by having a phenylalanine residue (Phe17) at 
the N-terminus instead of the typical tryptophan residue which was usually seen as a Trxh 
protein signature (Stein et al, 1995). Trxh2 has a standard profile. Trxh3 on the other hand, is 
characterized by its hydrophobic N-terminal domain and especially by the fact to appear 
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exclusively in monomeric form, even in absence of a reducing agent such as DTT (Cazalis et 
al, 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1: Overexpression and alignment of thioredoxins. (A) Gradient SDS-PAGE (4-20%) gels were 
loaded  with the soluble fraction of E. coli BL21(DE3) transformed with the corresponding pET-Trxh 
construct and stained with Coomassie Brillant Blue R-250. His-tagged protein was purified by Ni-
chelate affinity chromatography. Lane 2: Trxh3crude cell lysates; lane 2 to 4 eluates of the purified 
proteins of Trxh1, Trxh2, and Trxh3, respectively. Molecular markers (M) were loaded and their 
molecular mass in kD is indicated on the left. (B) Alignment of wheat and E. coli thioredoxins. The 
accession numbers are as follows: Trxh1, AY072771; Trxh2, AF286593; Trxh3, AF420472; E. coli, 
NP418228. 
 
Protein fractions reduction 
 
The stepwise reduction of protein fraction F1, made up albumins and globulins, is 
characterized by the variation in the molecular masses with the increase in the DTT 
concentration range. We observe the appearance of bands within molecular masses lower than 
50 kD, which is concomitant with the disappearance of the higher molecular weight (fig. 2A).  
The fraction F2 is mainly represented by zeins groups, the most relevant prolamins in the 
maize storage proteins. (alpha)-zein represents the most important member of this complex 
group, characterized by molecular masses of 19kD and 22 kD, which are alcohol-soluble.   
 
            1                                                              60 
        h3  MAAAATATTT AAATAAAVGP GEVISVHSLE QWTMQIEEAN AAKKLVVIDF TASWCGPCRI 
        h2  MAASA      ATATAAAVGA GEVISVHSLE QWTMQIEEAN AAKKLVVIDF TASWCGPCRI 
        h1  MAA                EE GAVIACHTKQ EFDTHMANGK ETGKLVIIDF TASWCGPCRV 
      coli  M                     SDKIIHLTDD SFDTDVLKAD GA---ILVDF WAEWCGPCKM 
  
 
            61                                                            120 
        h3  MAPIFADLAK KFPAAVFL-K VDVDELKPIA EQFSVEAMPT FLFMKEGDVK DRVVGAI-KE 
        h2  MAPIFADLAK KFPAAVFL-K VDVDELKSIA EQFSVEAMPT FLFMKEGDVK DRVVGAI-KE 
        h1  IAPVFAEYAK KFPGAIFL-K VDVDELKDVA EAYNVEAMPT FLFIKDGAKV DTVVGGR-KD 
      coli  IAPILDEIAD EYQGKLTVAK LNIDQNPGTA PKYGIRGIPT LLLFKNGEVA ATKVGALSKG 
  
 
            121          135 
        h3  ELTTKVGLHA AA    
        h2  ELTNKVGLHA AQ    
        h1  DIHTKIVALM GSASA 
      coli  QLKEFLDANL A     
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Fig.2: Protein fractions stepwise reduction. (A). Gradient SDS-PAGE (4-20%) analysis of protein 
samples from different stepwise reduction of soluble fraction F1 and alcohol-soluble fraction F2 (B). 
The DTT concentration range used was 0; 0.5; 2; 3; 4; 5; 10; 20 and 50 mM from lane 1 to 10 
respectively. Molecular markers (M) were loaded and their molecular mass in kD is indicated on the 
left. 
 
Zeins of (beta) and  (delta)-type, with a molecular mass of 14 kD and 10 kD respectively, 
are extracted in the presence of a reducing agent in alcoholic solution. A reducing agent is 
also required for extracting (gamma)-zein, with molecular masses of 16 and 27 kD.  
The reduction of F2 fraction confirms available sulfhydryl groups linking polymeric 
proteins.  This is able to highlight oligomerization events. Indeed, as the reducing agent 
concentration increases, we observe initially, an increase in the (alpha)-zein fraction. At 10 
mM of DTT, the concentration is enough to break particular molecular sulfur-sulfur bonds 
and a stochastic cross-link occurs among monomers giving place to high molecular weight 
polymers formation (Fig. 2B). This phenomenon simulates what could occur in dough by 
addition of reducing agent during kneading.  
Thioredoxin– proteins interactions 
 
Bromobimanes in solution react with small thiols and with reactive protein thiol 
groups to form the corresponding S-labelled products which are stable and suitable for 
qualitative and quantitative determination (Crawford et al., 1989). In this aim, maize 
endosperm proteins were extracted from full mature grain, labelled with mBBr and then 
subjected to SDS–PAGE. Qualitative analysis of sulfhydryl status shows either in F1 or in F2 
that, in spite of the late storage mechanism during which, most proteins are oxidized, a 
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significant number of SH groups remain free (Fig. A2; B2), as it was observed with wheat 
endosperm proteins (Rhazi et al., 2003). 
 
 
Fig. 3: Thioredoxin-linked reduction of endosperm protein fractions.  (A) Soluble protein fraction F1 
and (B) alcohol-soluble protein fraction F2. Following incubation with the indicated Trx, the protein 
fractions were derivatized with mBBr, and fluorescence was visualized after SDS-PAGE (4-20%) (A1, 
B1). Gels were then stained with Coomssie R250 (A2, B2). Lane 1: protein alone; lane 2: DTT 
reduced protein; lanes 3 to 6, interaction with Trxh2, h1, h3 and E. coli respectively; lane 7: fully 
reduced protein. 
 
Trx interaction with the protein fractions underlines the two phenomena above 
mentioned, disulfide bridge reduction and network formation. With fraction F1, we observe 
that the greatest reducing capacity deals with E. coli Trx for which free thiol residues appear 
within the high molecular weights (Fig.3A1). The electrophoretic pattern generate by others 
Trxh shows the appearance of a banding, which underline a marked tendency to network 
formation with F1 proteins fraction (Fig. 3A2), as shown with mBBr fluorescence and 
Coomassie staining. 
With fraction F2, one can underline the reducing action of Trxh2 by the appearance of 
the free sulfhydryl residues, especially between 50 and 75 kD, and characterized beyond by 
the fluorescent smear (Fig.3B), while this fluorescence of the fully reduced proteins sample 
appears for molecular masses higher than 75 kD. Trxh2 reduction capacity allows reformation 
of protein polymers of high molecular weigh as it occurred with the same fraction reduced by 
high DDT concentration (Fig. 2B). We note in a less extent the reducing activity of E. coli 
Trx on fraction F2 proteins. Trxh1 and Trxh3 for their part, generate a banding similar to what 
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it is found with stepwise reduction of the α-zeins fraction with a DTT concentration ranging 
from 1 to 5mM (Fig.2B).  
It was shown, in addition to activate enzymes, to reduce intramolecular disulfide 
bonds of storage proteins of the starchy endosperm, leading them to proteolysis  (Kobrehel et 
al., 1992; Lozalo et al.1996; Besse et al., 1997), Trx alters the structure of ‘chloroform-
methanol’ like proteins of the albumin/globulin fraction of wheat endosperm so they become 
more soluble (Wong et al., 2004). On the basis of our results, we shows that the Trxh used in 
these experiments, interact differently according to the protein fractions. Furthermore, we 
confirm that the third cysteine residue of Trxh1 confers cross-linking capacities. Analysis of 
pea Trxh isoforms expression exhibited divergent patterns and levels of accumulation, 
suggesting non redundant functions (Montrichard et al, 2003; Traverso et al, 2007). Our 
results contribute to the unravelling of the biological functions of these Trxh in seed and 
suggest that these functions are furthermore related to the protein microstructures differences. 
This kind of reaction can be made virtually with any Trx, including the chloroplast Trx f and 
m, yeast and animal. This Trx pool constitutes an incomparable tool in biotechnology because 
one can choose the precise factor needed or can build it from these data base resources.   
 
CONCLUDING REMARKS 
 
Trx have a great potential to improve food quality, for the developing countries as well 
as the developed ones where people is more and more sensitive to allergens and where 
hypoallergenic foods from cereals and legumes seeds are more than suitable. This potential is 
not only related to in vitro applications to modulate dough rheological characteristics for 
bread and bread-like made of wheat flour or non-glutenous flours such as maize, including 
from dicot such as pea. These proteins still have a great potential in transgenic plants 
generation, overexpressing specific Trx. Research programs in metabolisms regulation 
involving change in the redox state of thiol groups undertaken by many laboratories around 
the world, and especially on these redoxins (Buchanan and Balmer, 2005; Sahrawy, 2005) are 
in the point of reaching elegant applications in food and health fields. 
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